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RESUMO 
A β-galactosidase é empregada pelas indústrias de laticínios no desenvolvimento de 
produtos lácteos com baixos teores de lactose. Entretanto, estes biocatalisadores possuem 
algumas limitações que dificultam sua aplicação industrial. Estas podem ser superadas através 
da imobilização enzimática, pois permite a reutilização da enzima e um maior controle 
reacional. O Immobead 150 é um suporte comercial formado de polímeros de metacrilato que 
contém grupamentos epóxi na sua superfície permitindo a ligação com grupos funcionais. Entre 
os suportes de baixo custo que podem ser utilizados na imobilização enzimática está o colágeno, 
uma proteína pouco solúvel na sua forma natural, organizada em fibras resistentes. A celulose 
microcristalina é outro material promissor para este processo, pois além de ser abundante e 
barata, possui excelentes propriedades físicas. O objetivo geral desse trabalho foi estudar o 
processo de imobilização das β-galactosidases de Aspergillus oryzae e Kluyveromyces lactis 
utilizando diferentes suportes. As matrizes utilizadas no processo foram o colágeno em pó, a 
celulose microcristalina e o Immobead. Estudos de cargas foram realizados a fim de determinar 
a melhor proporção enzima-suporte, além de diferentes tratamentos para funcionalizar essas 
matrizes. Os derivados obtidos que apresentaram melhores rendimentos e eficiências foram 
avaliados quanto a sua estabilidade térmica e ao armazenamento, condições operacionais de pH 
e temperatura e ciclos de reuso. Além disso, seus parâmetros cinéticos foram comparados com 
os da enzima livre. As cargas da enzima de A. oryzae na imobilização em Immobead, colágeno 
e celulose foram de 100, 1000 e 100 mg de proteína/g de suporte, respectivamente. Já para a β-
galactosidase de K. lactis a carga de 100 foi a melhor nos três suportes. Em relação aos 
parâmetros cinéticos e as condições ótimas de catálise, diferentes comportamentos foram 
observados entre as diferentes enzimas e suportes. A aplicação em batelada da enzima 
imobilizada de A. oryzae nas soluções de substrato com pHs ácidos (solução de lactose e 
permeado) pode ser realizada por aproximadamente 35, 60 e 30 vezes quando imobilizada em 
Immobead, colágeno e celulose, respectivamente. A β-galactosidase de K. lactis por sua vez, 
resistiu por 35 ciclos de reuso, em soro de queijo e/ou leite, quando imobilizada em Immobead 
e 30 em colágeno e celulose. Com base nos resultados obtidos nesse trabalho, verificou-se que 
o suporte comercial Immobead, e outros dois materiais, colágeno e celulose, demonstram 
potencial como materiais para imobilização de β-galactosidases microbianas. 
 
Palavras-chave: imobilização, β-galactosidase, colágeno, celulose, immobead. 
ABSTRACT 
β-galactosidase is used by the dairy industries in the development of dairy products with 
low lactose content. However, these biocatalysts have some limitations that hinder their 
industrial application. These can be overcome through enzymatic immobilization, as it allows 
the reuse of the enzyme and a greater reaction control. Immobead 150 is a commercial support 
formed of methacrylate polymers containing epoxy groups on its surface allowing attachment 
to functional groups. Among the low-cost supports that can be used in enzymatic immobilization 
is collagen, a poorly soluble protein in its natural form, organized into resistant fibers. 
Microcrystalline cellulose is another promising material for this process, as it is abundant and 
inexpensive and has excellent physical properties. The general objective of this project was to 
study the immobilization process of the β-galactosidases of Aspergillus oryzae and 
Kluyveromyces lactis using different supports. The matrices used in the process were collagen 
powder, microcrystalline cellulose and Immobead. Load studies were performed in order to 
determine the best enzyme-support ratio, as well as different treatments to functionalize these 
matrices. The obtained derivatives that presented better yields and efficiencies were evaluated 
for their thermal and storage stability, pH and temperature operating conditions and reuse 
cycles. In addition, their kinetic parameters were compared with those of the free enzyme. The 
protein loads of the immobilization of A. oryzae on Immobead, collagen and cellulose were 
100, 1000 and 100 mg protein/g support, respectively. For K. lactis β-galactosidase, the 
loading of 100 was the best in all three supports. Regarding the kinetic parameters and the 
optimal conditions of catalysis, different behaviors were observed between the different 
enzymes and supports. Batch application of the A. oryzae immobilized enzyme in substrate 
solutions with acid pHs (lactose solution and permeate) could be carried out for approximately 
35, 60 and 30 times when immobilized on Immobead, collagen and cellulose, respectively. The 
β-galactosidase of K. lactis, in turn, resisted for 35 cycles of reuse in cheese and/or milk, when 
immobilized on Immobead and 30 on collagen and cellulose. Based on the results obtained in 
this work, the commercial support Immobead, and other two materials, collagen and cellulose, 
have shown potential as materials for the immobilization of microbial β-galactosidases. 
 
Keywords: immobilization, β-galactosidase, collagen, cellulose, immobead. 
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1 INTRODUÇÃO 
As enzimas são biocatalisadores de elevada seletividade e especificidade que realizam 
uma variedade de processos químicos sob diversas condições reacionais (ZANIN et al., 2004). 
Entre as principais vantagens da utilização de enzimas nas indústrias de alimentos destacam-se 
a rapidez de ação, a inexistência de toxidez e a possibilidade de utilização de pequenas 
concentrações devido a sua grande eficiência em condições suaves (AIRES-BARROS, 2002). 
A enzima β-galactosidase é cada vez mais empregada em aplicações industriais na indústria de 
laticínios. Essa enzima permite o desenvolvimento de produtos lácteos com baixos teores de 
lactose, além de contribuir para com as características sensoriais (LADERO et al., 2003). Entre 
as diferentes fontes desta enzima, estão as obtidas a partir do fungo filamentoso Aspergillus 
oryzae e a partir da levedura Kluyveromyces lactis. Estas enzimas, além de serem seguras para 
aplicação em alimentos (Generally Recognized As Safe - GRAS), possuem diferentes 
características às suas condições de hidrólise. A β-galactosidase de A. oryzae, por possuir pH 
ótimo ácido, é empregada na hidrólise da lactose de produtos lácteos fermentados e do soro 
ácido (HATZINILOLAOU et al., 2005). Já a lactase de K. lactis possui pH ótimo na faixa 
neutra (~7), o que direciona sua aplicação na hidrólise utilizando leite ou o soro doce (TELLO-
SOLÍS et al., 2005).  
Apesar de apresentarem excelentes perspectivas na catálise de reações, estes 
biocatalisadores geralmente possuem custo elevado e sua recuperação após a aplicação não é 
economicamente viável, pois se apresentam solúveis e estão em baixas concentrações (LÓPEZ-
GALLEGO et al., 2005). A imobilização de enzimas vem sendo o método de maior sucesso 
proposto para superar essas limitações, uma vez que pode estabilizar a estrutura da enzima e, 
consequentemente, sua atividade (GROSOVÁ et al., 2008; REJIKUMAR e SUREKHA, 2001). 
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Esta técnica viabiliza a utilização das enzimas, pois permite a recuperação da mesma, 
reutilização do suporte, redução de custos com o processo contínuo e facilidade na interrupção 
das reações enzimáticas. Em alguns casos, pode também melhorar o desempenho do 
biocatalisador e reduzir significativamente a inativação da enzima por influência da temperatura 
e solventes orgânicos (JOCHEMS et al., 2011; KRAJEWSKA, 2004). 
O suporte a ser utilizado para imobilização deve possuir grupos químicos que possam 
ser ativados ou modificados permitindo a ligação da enzima sem desnaturá-la. Além disso, 
precisam ser quimicamente resistentes durante o processo de imobilização e às condições em 
que se realiza a reação (MENDES et al., 2011). Para a imobilização dos biocatalisadores, a 
concentração dos grupamentos ativos na superfície do suporte deve ser adequada para interagir 
com os grupos reativos da enzima, sem prejudicar sua estrutura multimérica (BOLIVAR et al., 
2009). Os suportes comerciais tais como os epóxis (Eupergit C®, Sepabeads®, e Immobead 
150®), possuem excelentes características para a imobilização de enzimas, uma vez que 
combinam sua forma química com os grupos químicos presentes em sua superfície. 
O Immobead 150 é um suporte formado por polímeros de metacrilato, e que contém 
grupamentos epóxi na sua superfície. Este suporte tem sido empregado na imobilização de 
enzimas através de ligação covalente multipontual por meio de seus grupos amino, fenólicos e 
tióis em pH alcalino, ou os seus grupos carboxílicos em pH moderadamente ácido (MATEO et 
al., 2007; TORRES-SALAS et al., 2011). Entretanto, o custo destes materiais sintéticos 
geralmente é elevado, o que dificulta sua aplicação em grande escala. Desta forma, há uma 
constante busca por materiais alternativos que possuam baixo custo, e que não prejudiquem a 
atividade catalítica de enzimas. Entre estes possíveis materiais, destacam-se o colágeno e a 
celulose. 
O colágeno é uma proteína pouco solúvel na sua forma natural organizada em fibras 
resistentes. Pode ser encontrado na pele, tendões, ligamentos e ossos (NEKLYUDOV, 2003). 
Por conter abundantes grupos funcionais como, -OH, -COOH, -CONH2 e -NH2, a estrutura do 
colágeno pode ser modificada para ativar esses grupamentos, melhorando sua interação com 
outras proteínas. Além disso, o colágeno possui a capacidade de reagir com diversos íons 
metálicos, tais como Fe (III), Al (III) e Zr (IV). A celulose, por sua vez, é um polímero 
semicristalino com ligações glicosídicas β-1,4 entre unidades D-glicopiranose e com muitos 
grupos hidroxílicos e uma rede de ligações de hidrogênio que podem ser exploradas nos 
processos de imobilização (HUANG et al., 2011). A celulose é abundante e barata, com 
excelentes propriedades físicas para utilização em aplicações alimentares, farmacêuticas e 
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químicas (SHOSEYOV et al., 2006). Esse polissacarídeo pode ser obtido em diferentes formas 
estruturais; a celulose microcristalina é uma delas, podendo ser obtida por meio de hidrólises 
ácida ou alcalina e apresenta alta reatividade, renovabilidade e biodegradabilidade (REDDY e 
RHIM, 2014; SHANKAR e RHIM, 2016). Além disso, possui uma área superficial elevada, o 
que permite uma grande interação com outros compostos (KLEMM et al., 2011).  
Embora alguns métodos básicos de imobilização tais como adsorção, encapsulamento e 
ligações iônicas e covalentes sejam seguidos, muitas combinações destas técnicas têm sido 
desenvolvidas (SIRISHA et al., 2016). Assim, estudos nessa área se fazem necessários, pois 
não existem métodos universais ou totalmente eficientes para imobilização enzimática, o que 
existe é uma gama de possibilidades, parâmetros e aplicações (KLEIN, 2010). Até a data de 
levantamento destes dados, não há na literatura estudos de imobilização que utilizem o colágeno 
em pó como suporte. Os relatos que se tem são voltados para as fibras do colágeno e, além 
disso, a enzima β-galactosidase ainda não foi estudada neste processo. Em relação à celulose 
microcristalina, alguns estudos já utilizam essa matriz, mas relatos em que as lactases fossem 
empregadas não foram encontrados. Tanto o colágeno em pó quanto a celulose microcristalina 
despertam interesse devido ao seu baixo custo, e dessa forma podem ser alternativas viáveis 
para a aplicação de enzimas imobilizadas nas indústrias. O Immobead, por sua vez, tem sua 
utilização mais explorada em processos de imobilização. Entretanto, relatos do seu emprego 
com a enzima β-galactosidase ainda não foram reportados. 
2 OBJETIVOS 
2.1 Objetivo Geral 
Avaliar o processo de imobilização das enzimas β-galactosidases comerciais de 
Aspergillus oryzae e Kluyveromyces lactis utilizando diferentes suportes. 
 
2.2 Objetivos Específicos 
 Avaliar o rendimento e a eficiência do processo de imobilização das β-galactosidases em 
Immobead com e sem modificação química, utilizando diferentes cargas de enzima; 
 Desenvolver os processos de imobilização das β-galactosidases em colágeno, aplicando 
diferentes estratégias de tratamentos químicos do suporte e concentrações distintas de 
proteína; 
 Estudar a obtenção de nanocelulose a partir dos processos de hidrólise ácida ou alcalina da 
celulose microcristalina, com posterior ligação à nanopartículas magnéticas, e sua potencial 
aplicação como suporte para imobilização das duas enzimas comerciais; 
 Caracterizar as enzimas na forma livre e imobilizadas nos três diferentes suportes quanto as 
suas propriedades biocatalíticas de: condições operacionais ótimas (pH e temperatura); 
parâmetros cinéticos; estabilidades térmica e de armazenamento; e reusabilidade na hidrólise 
da lactose presente no leite, no soro de queijo, no permeado de soro e numa solução de lactose 
pura, em processos de batelada; 
 Estudar estruturalmente os suportes modificados e os derivados produzidos por meio de: 
microscopia eletrônica de varredura, análises termogravimétricas, calorimetria exploratória 
diferencial e espectroscopia de infravermelho; 
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 Determinar o efeito da modificação química e dos processos de imobilização em Immobead, 
nas características de textura do suporte (área superficial, tamanho de poros e isotermas de 
adsorção e dessorção). 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 
3.1 Enzimas 
Diversas metodologias foram desenvolvidas nas últimas décadas permitindo a produção 
de uma gama de novos produtos pelas indústrias alimentícias, têxteis, de papel, de fármacos, 
agrícola, entre outras. Entretanto, as técnicas alternativas utilizando enzimas tem sido objetivo 
de intensos estudos, uma vez que além de serem eficientes e seguras, apresentam menor impacto 
ambiental (KRAJEWSKA, 2004; HASAN et al., 2004; RESHMI et al., 2007). Enzimas são 
biocatalisadores que possuem propriedades adequadas para aplicação industrial, tais como 
elevadas seletividade e especificidade. Como a catálise geralmente pode ser realizada em 
condições amenas de pressão e temperatura, a utilização de enzimas em processos industriais 
vem crescendo cada vez mais, sendo consideradas como importante componente do 
desenvolvimento industrial sustentável (ZANIN et al., 2004). 
Em função de sua alta especificidade, relacionada à sua complexa conformação 
tridimensional, a catálise enzimática não gera reações secundárias, resultando somente nos 
produtos específicos da catálise, e dessa forma, a catálise enzimática pode atingir rendimentos 
reacionais mais elevados. Além disso, as enzimas não apresentam problemas de descarte, pois 
sendo proteínas, podem ser facilmente inativadas e degradadas por microrganismos 
(OLIVEIRA, 2007). Estes biocatalisadores podem ser ativados ou inativados pelo calor. Dessa 
forma, a temperatura do processo pode ser a propriedade mais importante na aplicação dessas 
proteínas nas diferentes catálises reacionais (EMREGUL et al., 2006).  
A investigação da aplicação de enzimas como catalisadores teve seu foco ampliado a 
partir da década de 60. Diversas enzimas, tais como amilases, lipases, proteases, lacases, 
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invertases e β-galactosidases são cada vez mais usadas como biocatalisadores nos processos 
industriais (CAO, 2005). Entre as principais vantagens da utilização destas proteínas na 
indústria de alimentos destacam-se a rapidez de ação, a inexistência de toxidez e a possibilidade 
de utilização de pequenas concentrações devido a sua alta eficiência em condições amenas 
(AIRES-BARROS, 2002).  
As propriedades cinéticas das enzimas dependem da sua estrutura terciária e também 
quaternária. A inativação destas pode ser causada por diversos fatores, como pH, temperatura 
e solventes hidrofóbicos. Dessa forma, o armazenamento e o processamento representam 
fatores cruciais na manutenção dos biocatalisadores ativos, para que possam desempenhar sua 
atividade catalítica (ZANIN et al., 2004). 
 
3.2 β-Galactosidase 
As β-galactosidases, também conhecidas como lactases, são enzimas cada vez mais 
empregadas na indústria de laticínios, tendo como função hidrolisar a lactose do leite, e de 
subprodutos, como soro de queijo e permeado de soro. Tendo em vista que cerca de 70% da 
população mundial sofre com alterações nos níveis de síntese dessa enzima, o desenvolvimento 
de produtos lácteos com baixos teores de lactose vem sendo uma alternativa tecnológica para 
as indústrias (LADERO et al., 2003; PAULA e PEREIRA, 2014). A aplicação da β-
galactosidase leva ainda à formação de açúcares mais solúveis e de maior digestibilidade, 
menos propícios à cristalização, além de enriquecer o produto hidrolisado com galacto-
oligossacarídeos (GOS) (TANRISEVEN e DOGAN, 2002; MARQUEZ et al., 2003). A 
hidrólise enzimática da lactose, formando glicose e galactose, tem se mostrado um método 
promissor quando comparado a hidrólise ácida na produção de leite e derivados com 
concentrações reduzidas desse dissacarídeo (SANTIAGO et al., 2004). 
Esta enzima pode ser obtida de diversas fontes como animais, fungos, bactérias e 
vegetais. Devido à suas origens distintas, estes biocatalisadores apresentam características 
físicas e químicas diferentes em relação às suas condições ótimas de atuação (GEKAS e 
LOPEZ-LEIVA, 1985). As β-galactosidases que são obtidas de fungos filamentosos 
normalmente possuem atividade ótima na faixa ácida de pH (3,0-6,0), enquanto o pH ótimo de 
atuação das enzimas provenientes de leveduras e bactérias situa-se numa região mais neutra 
(6,0-7,5) (FREITAS et al., 2011; PANESAR et al., 2010). Estas diferentes condições ótimas de 
pH e temperatura, permitem selecionar a fonte de β-galactosidase mais apropriada para uma 
aplicação específica. Desta forma, lactases provenientes de fungos filamentosos são mais 
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adequadas para hidrólise de soro ácido, enquanto que lactases de leveduras e bactérias tem 
melhor rendimento em hidrólise do soro doce e do leite (GEKAS e LÓPEZ-LEIVA, 1985). 
De acordo com a Resolução RDC nº 205/2006, a enzima lactase utilizada pela indústria 
de alimentos deve ser de origem microbiana, proveniente dos seguintes microrganismos: 
Aspergillus niger, A. oryzae, Candida pseudotropicalis, Kluyveromyces lactis, K. fragilis, K. 
marxianus, Saccharomyces sp. (BRASIL, 2006). Estas espécies são classificadas como 
Generally Recognized As Safe (GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA), sendo esse 
um importante critério para aplicações em alimentos.  
A β-galactosidase de A. oryzae possui estrutura monomérica, e massa molecular de 
aproximadamente 90 kDa. Apresenta como inibidor competitivo a galactose, e não necessita de 
íons ativadores. Esta enzima é empregada na hidrólise da lactose de produtos lácteos 
fermentados e do soro ácido devido ao seu pH ótimo ácido e alta estabilidade térmica 
(HATZINILOLAOU et al., 2005; TELLO-SOLÍS et al., 2005).  
A β-galactosidase de K. lactis apresenta-se como um dímero, composto de duas 
subunidades iguais, e possui um massa molecular de 200 kDa. Possui como inibidores a 
galactose (competitivo) e a glicose (não competitivo) (USTOK et al., 2010).  A atividade desta 
enzima é sensível a íons como zinco e cobre, em baixas concentrações, e cálcio em elevadas 
concentrações. Contudo, a β-galactosidase de K. lactis também possui íons ativadores, tais 
como magnésio, manganês e potássio, que podem aumentar sua atividade enzimática (DSM 
FOOD SPECIALITIES, 2009). 
 
3.2.1 Hidrólise enzimática da lactose 
A lactose é um carboidrato presente em leites, a única fonte natural significante deste 
açúcar. Este dissacarídeo não pode ser absorvido prontamente pelo organismo humano e precisa 
ser hidrolisado em seus monossacarídeos correspondentes, glicose e galactose, pela ação da β-
galactosidase presente no intestino delgado (WONG e HAERTEL, 2014). 
Para os indivíduos com intolerância a lactose, o consumo de leite e produtos lácteos 
pode causar dor abdominal, diarreia, flatulência, entre outros sintomas desagradáveis. Este 
problema pode ser evitado se a lactose do leite e de produtos lácteos for previamente hidrolisada 
em seus açúcares prontamente digeríveis, para possibilitar assim, o consumo destes produtos 
nutricionalmente ricos por pessoas intolerantes ao dissacarídeo (PAULA e PEREIRA, 2014; 
MATTAR e MAZO, 2010; YANG et al., 2014). 
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A hidrólise enzimática da lactose apresentada na Figura 1 é um importante processo 
biotecnológico para a indústria alimentícia, devido ao seu efeito benéfico em alimentos que 
contêm lactose. A aplicação deste processo, além de permitir o consumo destes produtos por 
intolerantes à lactose, leva a uma melhoria das características tecnológicas e sensoriais dos 
produtos lácteos de forma a evitar a cristalização da lactose, e aumentar seu poder adoçante 
(JURADO et al., 2002). Esta tecnologia ainda permite a formação de GOS, que favorecem o 
crescimento bacteriano da microbiota intestinal (MANERA, 2006). Apesar de apresentarem 
excelentes perspectivas na catálise industrial, estes biocatalisadores normalmente possuem um 
custo elevado e geralmente sua recuperação após a aplicação não é economicamente viável, 
pois se apresentam solúveis e estão em baixas concentrações (LÓPEZ-GALLEGO et al., 2005). 
 
Figura 1 - Hidrólise enzimática da lactose pela enzima β-galactosidase. 
 
Fonte: Adaptado de MARTINS e BURKERT (2009). 
 
3.3 Imobilização Enzimática 
A imobilização enzimática vem sendo a alternativa de maior sucesso para superar as 
limitações do emprego da enzima livre nas catálises (GROSOVÁ et al., 2008). Esta técnica 
viabiliza ainda mais a utilização das enzimas, pois permite a reutilização deste biocatalisador e 
uma redução do volume de reação, pois a enzima imobilizada pode ser utilizada com uma alta 
concentração em um menor volume de reator. Também proporciona a interrupção das reações 
enzimáticas, evita a contaminação do produto com o catalisador e, em alguns casos, pode 
melhorar o desempenho do biocatalisador, reduzindo a inativação da enzima por influência da 
temperatura e de solventes orgânicos (JOCHEMS et al., 2011; KRAJEWSKA, 2004). 
 
3.3.1 Métodos de Imobilização 
Diferentes métodos têm sido empregados na imobilização de enzimas. Entre os métodos 
básicos de imobilização mais utilizados estão adsorção, ligação eletrostática, ligação covalente, 
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inclusão e entrecruzamento (SHELDON e VAN PELT, 2013). A Figura 2 apresenta os 
diferentes métodos de imobilização e os tipos de matrizes envolvidas em cada processo.  
 
Figura 2 - Métodos básicos para imobilização. 
 
Fonte: Adaptado de KOURKOUTAS et al., 2004 
 
A imobilização por adsorção é a mais simples e baseada em interações físicas fracas, 
tais como forças de Van der Waals, ligações de hidrogênio e interação dipolo-dipolo, entre a 
enzima e o suporte. Esse processo consiste na exposição de uma solução enzimática com o 
suporte sob condições apropriadas. Fatores como pH e força iônica da solução, quantidade de 
enzima, tempo de contato e temperatura têm uma influência direta no resultado do processo. 
Além disso, é uma técnica de fácil preparação e possibilita o reuso do suporte (CABRAL, 2001; 
OSMAN et al., 2005). Dentre as vantagens do método de adsorção pode-se citar a simplicidade 
e a manutenção da conformação da enzima e do seu sítio ativo, pois não há formação de ligação 
química entre o suporte e a enzima. O método possui, por outro lado, a desvantagem de 
necessitar de um controle rigoroso das condições de processo durante a utilização da enzima 
imobilizada, para que as fracas interações entre a proteína e o adsorvente sejam mantidas 
(SHELDON e VAN PELT, 2013; SPAHN e MINTEER, 2008). Uma estratégia adotada para 
aumentar a estabilidade dessa interação é uma etapa adicional de entrecruzamento (GEKAS e 
LÓPEZ-LEIVA, 1985). No entanto, este método é limitado pela tendência de dessorção da 
enzima do suporte e pela sensibilidade às condições do ambiente, como temperatura e 
concentração de íons (GROSOVÁ et al., 2008). 
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O método de ligações eletrostáticas se baseia na formação de ligação iônica entre a 
enzima e o suporte. As trocas iônicas podem ocorrer juntamente com a imobilização por 
adsorção, e sua principal diferença é a intensidade da interação enzima-suporte, mais forte no 
caso da iônica (ALMEIDA et al., 2005). De acordo com Marquez (2007), esse método tem 
como vantagens a possibilidade de reutilização do suporte, baixo custo e simplicidade do 
método. Como desvantagem, há a possibilidade de desprendimento da enzima do suporte, 
quando houver variação no pH e na força iônica do meio. Os suportes utilizados podem ser 
tanto inorgânicos quanto orgânicos, sendo que as resinas de troca iônica se destacam nestas 
técnicas de imobilização (JURADO et al., 2004). 
O método mais utilizado para imobilização de β-galactosidases é o de ligação covalente. 
Normalmente necessita de duas etapas, uma primeira para ativação do suporte, de forma a gerar 
um grupo eletrofílico que se liga ao grupo animo (nucleofílico) da enzima numa segunda etapa 
(GEKAS e LÓPEZ-LEIVA, 1985). A força das ligações formadas são superiores aos demais 
métodos, tornando essa uma de suas principais vantagens. Além disso, tem-se a disposição uma 
grande variedade de grupamentos químicos para ativação de suportes (FREITAS, 2007; 
GROSOVÁ et al., 2008). Como desvantagem dessa técnica, a forte ligação formada pode, em 
alguns casos, afetar o sítio ativo, levando a perda da atividade enzimática. Outro fator a ser 
considerado é a necessidade em se conhecer a estrutura da enzima, para que dessa forma, a mais 
adequada etapa de funcionalização/ativação possa ser estabelecida (FREITAS, 2007). 
Nas técnicas de inclusão, como o encapsulamento, o aprisionamento e o confinamento, 
as enzimas são aprisionadas dentro da estrutura interna de alguns materiais na forma de géis, 
microcápsulas, fibras, filmes ou membranas. O encapsulamento é uma técnica similar a 
inclusão, e que protege a enzima do meio externo (LALONDE e MARGOLIN, 2002). Nestes 
processos geralmente uma solução contendo a enzima e o material polimérico é preparada, e 
então uma técnica de secagem ou polimerização é utilizada para se obter o material polimérico 
contendo a enzima (KLEIN, 2010). Uma desvantagem deste tipo de imobilização é a questão 
difusional durante os repetidos usos, mesmo que a matriz possua pequenos poros. Estes 
métodos são limitados para processos em que os substratos possuam baixo peso molecular, pois 
estes precisam atravessar a membrana para ter acesso à enzima (GROSOVÁ et. al., 2008). 
Na imobilização por entrecruzamento há interações intermoleculares entre as enzimas e 
o suporte, gerando ligações irreversíveis (OLIVEIRA, 2007). Nesta técnica de imobilização, as 
enzimas estão ligadas umas às outras e às proteínas inativas (gelatina, albumina), de forma a 
criar uma estrutura tridimensional complexa. O entrecruzamento é geralmente utilizado em 
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conjunto com outros métodos, podendo ser físicos ou químicos (adsorção ou ligação covalente, 
respectivamente) (GROSOVÁ et al., 2008). Como desvantagens do método estão a baixa 
retenção da atividade e a baixa estabilidade às condições mecânicas do processo de reuso, o 
qual dificulta sua aplicação industrial, além da baixa reprodutibilidade (SHELDON et al., 
2007). 
As técnicas de adsorção têm sido utilizadas para imobilização de diversas enzimas, tais 
como lipases (RUEDA et al., 2016; RAMOS et al., 2015), lacases (XU et al., 2014; PANG et 
al., 2016) e pectinases (RAJDEO et al., 2016; LIU et al., 2010). Métodos de troca iônica também 
vêm sendo estudados (WARD et al., 2015; ESLAMIPOUR e HEJAZI, 2015; WANG et al., 
2015), sendo como principal foco a aplicação de membranas ou resinas de troca iônica como 
suporte para a imobilização. As técnicas de imobilização por ligação covalente (SYED et al., 
2016; ALAGOZ et al., 2016; HASHEM et al., 2016; PATEL et al., 2016; KRZEK et al., 2016) 
e pelos métodos de aprisionamento (GARCIA et al., 2016; OZSEKER e AKKAYA, 2016; 
AMARA et al., 2016; LE et al., 2016; MORENO-CORTEZ et al., 2015) são as mais exploradas 
nos estudos recentes para as mais diversas enzimas.  
A enzima β-galactosidase também tem sido empregada na imobilização por diferentes 
metodologias, tais como adsorção (KLEIN et al., 2016; PRIETO et al., 2014), troca iônica 
(ALBUQUERQUE et al., 2016; GUIDINI et al., 2011), ligação covalente (WAHBA, 2016; 
CAREVIC et al., 2016) e encapsulamento (ZHANG et al., 2016; ESTEVINHO et al., 2015).      
 
3.3.2 Suportes para imobilização 
O suporte a ser utilizado para imobilização deve possuir grupos químicos que possam ser 
ativados ou modificados, permitindo a ligação da enzima sem desnaturá-la. Além disso, 
precisam ser quimicamente resistentes durante o processo de imobilização e às condições em 
que se realiza a reação (MENDES et al., 2011). Para a imobilização dos biocatalisadores, a 
concentração dos grupamentos ativos na superfície do suporte deve ser adequada para interagir 
com os grupos reativos da enzima, sem prejudicar sua estrutura multimérica (BOLIVAR et al., 
2009). 
A Figura 3 apresenta diversos suportes utilizados na imobilização de enzimas e sua 
respectiva classificação. Os materiais sintéticos podem formar um suporte ideal através da 
combinação de sua forma física e de sua estrutura química. Por outro lado, sua principal 
desvantagem é o custo elevado. Já os materiais naturais, além de geralmente serem de baixo 




Figura 3 - Classificação de suportes de acordo com sua composição. 
 
Fonte: Adaptado de JESIONOWSKI et al., 2014 
 
Também tem sido demonstrado que a natureza do suporte, principalmente a morfologia 
interna e a hidrofobicidade da superfície, pode afetar as propriedades finais da enzima 
imobilizada, tais como a sua atividade, estabilidade, seletividade e especificidade (GARCIA-
GALAN et al., 2014). 
 
3.3.2.1 Immobead 
Immobead 150 é um suporte comercial formado de polímeros de metacrilato (Figura 4), 
contendo grupamentos epóxi na sua superfície e com um tamanho médio de partícula de 0,15-
0,30 mm (MATEO et al., 2007). Suportes que contenham grupos epóxi são caracterizados como 
tendo braços espaçadores curtos e sendo muito estáveis a pH neutro. Eles têm sido relatados na 
imobilização de enzimas através de ligação covalente multipontual por meio de seus grupos 
amino, fenólicos e tióis em pH alcalino, ou os seus grupos carboxílicos em pH moderadamente 
ácido (MATEO et al., 2007; TORRES-SALAS et al., 2011). A funcionalização do Immobead 
por meio de grupamentos aldeído é uma estratégia para melhorar a imobilização de enzimas, 
devido à ausência de impedimento estereoquímico para a reação química entre os grupos aldeído 





Figura 4 - Polímeros de metacrilato e grupamentos do Immobead 150. 
 
 
Poppe et al. (2013) imobilizaram duas lipases em suporte Immobead 150 funcionalizado 
com grupamentos aldeído. A eficiência de imobilização obtida foi superior a 96% para ambas 
as enzimas, demonstrando a possibilidade de aplicação dos derivados em síntese de biodiesel. 
Alagoz et al. (2016) também realizaram um tratamento no Immobead visando a inclusão de 
grupos aldeído na sua superfície, para posterior imobilização de formato desidrogenases. Os 
resultados encontrados mostraram uma maior atividade da enzima após o processo de 
imobilização. Além disso, o uso de Immobead modificado melhorou a estabilidade da enzima 
nos ensaios de temperatura e pH operacional. 
 
3.3.2.2 Colágeno 
O colágeno (Figura 5) é uma proteína pouco solúvel na sua forma natural, organizada 
em fibras resistentes, e encontrada na pele, tendões, ligamentos e ossos (NEKLYUDOV, 2003). 
Os principais estudos com este material são voltados para a melhoria de suas propriedades 
físico-químicas, mecânicas e de processamento (UTRAKI, 1990).  
 





A extração do colágeno pode ser realizada de maneira que se obtenha a fibra, e seu 
subproduto, o pó, ambos em estado bruto e que apresentam a mesma composição (WOLF, 
2007). As propriedades mecânicas singulares estão entre as principais características do 
colágeno, além do fato de ser quimicamente inerte e possuir uma composição diversificada de 
aminoácidos (NEKLYUDOV, 2003). 
Há um aumento no interesse pelo processo de extração do colágeno e seus derivados, 
em razão da tendência de utilização dessa proteína para substituição de agentes sintéticos nos 
mais diversos processos industriais (KARIM e RAJEEV, 2008; GÓMEZ-GUILLÉN et al., 
2011). A partir do colágeno bruto podem ser obtidos a fibra de colágeno, o colágeno em pó, o 
colágeno parcialmente hidrolisado (gelatina) e o colágeno hidrolisado. Para obtenção de um 
colágeno com qualidade, diversos processos de tratamento químico são necessários na extração 
desta proteína (GÓMEZ-GUILLÉN et al., 2011; SCHRIEBER e GAREIS, 2007). Os 
tratamentos químicos são realizados de diferentes formas, dependendo da origem do colágeno. 
Em geral, os tratamentos mais utilizados são com ácidos, álcalis e enzimas (GÓMEZ-
GUILLÉN et al., 2011; PRESTES et al., 2013). 
A fibra de colágeno é obtida a partir do colágeno bruto, e um processo de micronização 
é o que a diferencia do colágeno em pó. Para a produção da gelatina, o colágeno passa por um 
processo de hidrólise parcial, enquanto que o colágeno hidrolisado é obtido por hidrólise 
química e/ou enzimática, gerando um produto solúvel em água e sem capacidade de 
geleificação (DAMORADAN et al., 2010). 
A utilização do colágeno como suporte na imobilização de diferentes enzimas tem sido 
reportada por diversos estudos (LU et al., 2007; SONG et al., 2011; CHEN et al., 2011). Por 
conter abundantes grupos funcionais como -OH, -COOH, -CONH2 e -NH2, a estrutura do 
colágeno pode ser modificada para ativar esses grupamentos, melhorando sua interação com 
outras proteínas. Além disso, o colágeno possui a capacidade de reagir com diversos íons 
metálicos, tais como Fe (III), Al (III) e Zr (IV). A imobilização destes íons metálicos é a 
primeira etapa de uma das possíveis modificações do colágeno. Essa reação é realizada para 
aumentar a estabilidade e a afinidade da enzima, que ocorre devido à interação quelante entre 
o íon imobilizado e a enzima (EVANS et al., 1987). 
 
3.3.2.3 Celulose microcristalina  
A celulose é um polímero semicristalino com ligações glicosídicas β-1,4 entre unidades 
D-glicopiranose (Figura 6), isto é, apresenta regiões cristalinas altamente organizadas e também 
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regiões amorfas, onde as cadeias estão agrupadas de maneira mais irregular. Isso ocorre devido 
ao empacotamento das cadeias, que se unem pela rede de ligações de hidrogênio inter e 
intramoleculares e dos muitos grupos hidroxílicos presentes nas cadeias (HUANG et al., 2011). 
 
Figura 6 - Estrutura polimérica da celulose. 
 
 
O processo de obtenção da celulose microcristalina ocorre a partir da hidrólise ácida da 
polpa de madeira. Neste processo, íons hidrônios permeiam as cadeias de celulose promovendo 
a clivagem hidrolítica das ligações glicosídicas. Em condições controladas, essas reações 
liberam microcristais celulósicos estáveis, os quais são compostos por cadeias de celulose em 
um arranjo linear rígido (CANDANEDO et al., 2005; HENRIKSSON et al., 2007).  
A celulose microcristalina é abundante e barata, com excelentes propriedades físicas 
para utilização em aplicações alimentares, farmacêuticas e químicas. A afinidade bioespecífica 
dos domínios de ligação da celulose oferece uma série de vantagens de interesse industrial, tais 
como a formação de ligações não covalentes, evitando a necessidade do uso de outros 
compostos na imobilização, e a elevada afinidade de seus domínios combinada com a tolerância 
de dessorção, permitindo a imobilização essencialmente irreversível (BORASTON et al., 2002; 
SHOSEYOV et al., 2006).  
A nanocelulose é outro derivado de celulose que apresenta diversas vantagens, tais como 
alta reatividade, renovabilidade, biodegradabilidade. Além disso, possui uma área superficial 
elevada, o que permite uma grande interação com outros compostos (KLEMM et al., 2011). 
Sua obtenção vem sendo explorada através de hidrólises ácida das microfibras de celulose 
(REDDY e RHIM, 2014) ou hidrólises alcalinas dos polímeros de celulose (SHANKAR e 
RHIM, 2016).  Em função do seu baixo custo e do seu apelo nanotecnológico, este derivado da 
celulose está emergindo como um dos materiais sustentáveis para futuras aplicações industriais 
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(LIU e CHEN, 2016). Kotel’nikova et al. (2007) imobilizaram as enzimas tripsina e α-
quimotripsina em uma matriz de celulose microcristalina utilizando a técnica de adsorção. Os 
autores verificaram que ligações estáveis entre a celulose e as enzimas foram formadas devido 
à interação dos grupos amino das enzimas com os grupos terminais de aldeído da celulose e 
com os grupos carboxila da superfície do suporte.  
Matrizes de celulose como coadjuvante do suporte também já são usadas para 
imobilização de enzimas, como reportado no estudo de Rahman et al. (2016). Neste trabalho, 
uma nova estearase foi clonada, purificada e imobilizada em nanoesferas magnéticas envoltas 
em celulose microcristalina. Os autores reportaram que após 8 ciclos de reuso a enzima 
imobilizada mantinha aproximadamente 50% da sua atividade inicial, demonstrando um 
elevado potencial na área de biotecnologia e processos industriais. 
 
3.4 Reatores enzimáticos  
Os processos em reatores são etapas que simulam a aplicação da enzima imobilizada em 
processos industriais. A seleção de uma configuração adequada de reator é um aspecto 
importante para o uso em escala industrial de processos biotecnológicos envolvendo enzimas 
imobilizadas (DENG et al., 2010). Existem quatro principais configurações de reatores 
enzimáticos descritos na literatura, como representado na Figura 7.  
 
Figura 7 - Representação esquemática dos principais tipos de reatores enzimáticos 
 
Fonte: Adaptado de POPPE et al., 2015. 
 
Podem ser utilizados os reatores de tanque agitado em processos descontínuos ou em 
bateladas, os reatores de tanque agitado em processos contínuos, os reatores de coluna de leito 
fixo (em que a enzima imobilizada é empacotada, permanecendo na fase estacionária, enquanto 
a solução de substrato é bombeada através da coluna), e os reatores de coluna de leito fluidizado 
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(em que a enzima imobilizada é mantida em suspensão por processos de reciclagem, através do 
qual a solução de substrato é bombeada) (GUISAN, 2006; KUMAR et al., 2013). 
 
3.4.1 Reator enzimático descontínuo ou em batelada 
Os processos enzimáticos em batelada são normalmente conduzidos em reator de tanque 
agitado, que é o tipo mais simples e de mais fácil execução. Pode ser equipado com dispositivos 
de medição e controle de temperatura e um sistema de agitação. A recuperação da enzima 
imobilizada é realizada através da sua separação da solução por meio de centrifugação, filtração 
ou decantação. Neste tipo de reator é importante considerar uma possível redução gradual de 
atividade enzimática ao longo das reutilizações, devido à perda da enzima imobilizada nas 
etapas de limpeza e remontagem da reação. Outra desvantagem é a alta tensão de cisalhamento 
causada pela agitação mecânica do meio, necessária para a homogeneização (POPPE et al., 
2015). 
Haider e Husain (2009) estudaram a eficiência da hidrólise da lactose do leite e do soro 
de queijo empregando a enzima β-galactosidase imobilizada em esferas de alginato de sódio, 
com e sem o uso de concanavalina A. Comparando os resultados obtidos, os autores verificaram 
que a β-galactosidase imobilizada na presença de concanavalina A foi mais eficiente na 
hidrólise da lactose presente no leite (77%) e no soro de queijo (86%) em processos 
descontínuos, em comparação com a β-galactosidase solúvel encapsulada.  
Ansari e Husain (2012) estudaram a imobilização da enzima β-galactosidase de A. 
oryzae no suporte Celite 545 utilizando concanavalina A. A enzima imobilizada foi empregada 
em reatores descontínuos. Observou-se nestes processos que os derivados que continham 
concanavalina A, em comparação com a enzima solúvel adsorvida, apresentaram um aumento 
da eficiência na hidrólise da lactose do leite, de 57 para 67%, e do soro de queijo, de 71 para 
75%. 
 
3.4.2 Reator enzimático contínuo  
O sistema contínuo apresenta vantagens diretas e indiretas, quando comparado com o 
sistema de bateladas, tais como maior eficácia no controle dos parâmetros de reação e a mistura 
de reagentes (ZANIN et al., 2004), menor custo na otimização das condições de reação, maior 
eficiência energética e menor número de etapas para o isolamento do produto (ITABAIANA et 
al., 2013).  Além disso, o uso de reatores contínuos, principalmente o de leito fixo ou leito 
fluidizado, aumenta a estabilidade mecânica da enzima imobilizada. Os processos contínuos 
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podem ser operados por longos períodos de tempo sob condições de estado estacionário 
reacional (GUISAN, 2006). 
Matte et al. (2016) imobilizaram covalentemente a enzima lipase em suporte Immobead. 
A enzima imobilizada manteve 83% da sua capacidade de conversão inicial após oito ciclos de 
reutilização em reator de batelada e 63% após 30 dias de operação contínua em reator de leite 
fixo. Estes resultados sugerem que este sistema imobilizado pode ser utilizado com sucesso no 
desenvolvimento de compostos para as indústrias de alimentos, cosméticos, e para aplicações 
farmacêuticas.  
Mishra et al. (2016) produziram etanol lignocelulósico em reatores de leito fixo. O 
microrganismo empregado foi Saccharomyces cerevisiae imobilizada por aprisionamento em 
um sistema de alginato de cálcio. Os derivados contendo S. cerevisiae puderam ser usados por 
até 40 processos de fermentação. Os autores demonstraram que, em escala comercial, esse 
derivado apresenta um grande potencial para produção de etanol. 
Warmerdam et al. (2014) estudaram o potencial de produção de GOS a partir da enzima 
β-galactosidase de Bacillus circulans imobilizada covalentemente em esferas de Eupergit C 
250L. Os derivados foram empregados em reatores de leito fixo com processo contínuo. A 
produtividade da ação enzimática de GOS usando a enzima imobilizada em um reator de leito 
fixo contínuo foi seis vezes maior do que o de produção de GOS com a enzima livre em 
processo descontínuo. Dessa forma, como o volume de derivado usado no reator de leito fixo 
foi muito menor do que se utilizada em processo em batelada, os resultados obtidos pelos 
autores se apresenta como uma alternativa viável para a produção enzimática de GOS.
4 RESULTADOS 
Os resultados deste trabalho estão organizados e apresentados na forma de artigos, 
sendo estes publicado, submetido ou em preparação. Cada subtítulo deste capítulo corresponde 
a um destes artigos. 
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We studied the modification of Immobead 150 support with glutaraldehyde (Immobead-
Glu) or acid solution (Immobead-Ac) for enzyme immobilization by covalent attachment or 
ionic adsorption, respectively, comparing these two types of immobilization with the epoxy 
groups from the support. We used Aspergillus oryzae β-galactosidase (Gal) as a protein model, 
immobilizing it on unmodified (epoxy groups, Immobead-Epx) and modified supports. 
Immobilization yield and efficiency were tested as a function of protein loading (10 to 500 
mg.g-1 of support). Gal was efficiently immobilized on the Immobeads presenting an 
immobilization efficiency superior to 75 % for almost all supports and protein loads. 
Immobilization yields significantly decreased when protein loadings were higher than 100 
mg.g-1 of support. Gal immobilized on Immobead-Glu and Immobead-Ac retained 
approximately 60 % of its initial activity after 90 days of storage at 4 °C. The three immobilized 
Gal derivatives had higher half-lives than the soluble enzyme at 65, 68, 70, and 73 °C. All of 
the preparations were operationally stable when tested in lactose solution, whey permeate, 
cheese whey, and skim milk and retained approximately 50 % of their initial activity after 20 
cycles of hydrolyzing lactose solution. The modification of the support with glutaraldehyde 
provides a derivative with more stability during cycling in cheese whey than derivatives of the 
other supports. Our results suggest that the Immobead 150 is a promising support for the 
immobilization of Gal. 
 
Keywords: support modification; Immobead 150; enzyme immobilization; β-galactosidase; 




Industrial processes require enzymes that are highly productive and stable under specific 
physical, chemical and biological conditions. The solubility of free enzymes makes their large-
scale use relatively costly since their recovery from solutions containing substrate, products and 
other components is difficult.1,2 Enzyme immobilization is widely used for obtaining reusable 
enzyme derivatives because this approach reduces their high cost, which is also associated with 
their production and purification. This process can increase the stability of enzymes against 
denaturing factors such as pH, temperature, ionic strength, chemical denaturants, and 
proteases.1,3 Several immobilization techniques such as physical adsorption, entrapment, and 
covalent binding have been used on different supports to allow the application of these enzymes 
to many industrial.1,4-6 
Commercial epoxy supports, such as Eupergit C®, Sepabeads®, and Immobead 150®, 
have become useful for enzyme immobilization due to the combination of their physical and 
chemical structures.7 Epoxy groups can react with different groups from the protein surface, 
including thiols (from Cys), primary amino groups (terminal amino and those from the side 
chain of Lys), hydroxyl (mainly from the phenol chain of Tyr), imidazol (from His), and also 
with carboxylic acids (side chain of Asp and Glu, carboxyl terminal groups of the enzyme).8 
The mechanism of enzyme immobilization and stabilization in epoxy supports has been 
proposed as follows: firstly, hydrophobic adsorption or covalent bond at neutral pH values and 
low temperatures; thus, the pH is raised (to pH 9 or 10) to increase the enzyme-support 
reactivity, allowing an intense multipoint covalent attachment, getting a high stabilization of 
the enzymes via this immobilization protocol.9,10 
Among the commercial epoxy supports, Eupergit C® consists of macroporous beads 
with a diameter of 100-250 μm and exhibits a high density of oxirane groups (600 μmol/g of 
support). This support is made by the copolymerization of N,N’-methylene-bis-
(methacrylamide), glycidyl methacrylate, allyl glycidyl ether and methacrylamide.11 
Sepabeads® are a polymethylacrylate-based resin activated with epoxide functional groups and 
exhibits a particle size of approximately 150 μm and a density of groups equivalent to that of 
Eupergit C.9 Immobead 150®, formed from methacrylate polymers, has a pore size of 2-50 nm 
and also a high density of surface groups. 
Immobead (Immobead-Epx) is useful for adsorbing or forming covalent and multipoint 
covalent linkages with enzymes, because of the high surface area that results from its 
mesoporous nature, and the possibility of modifying the epoxy groups on its surface.1,12,13 
35 
 
Immobead 150 has been employed for the immobilization of formate dehydrogenase, lipase, 
and α-amylase.14-18 Several compounds have been used for the modification or activation of 
commercial epoxy supports. Each compound provides its own characteristics to the material, 
such as the crosslinking of glutaraldehyde; oxidation caused by acid solutions; activation of 
carboxyl groups with 1,1-(3-dimethylaminopropyl)-ethyl-carbodiimide hydrochloride, 
followed by a reaction (under slightly acidic conditions) of nucleophilic amino groups of 
proteins on the protonated carbodiimide; and addition of amine groups using 
ethylenediamine.19-24 However, few manuscripts reported the modification of epoxy groups on 
Immobead 150, and the use of acid solutions in this manner has not been described. Moreover, 
the use of modified or unmodified Immobead 150 in β-galactosidase immobilization has not 
been published. 
β-Galactosidase catalyzes conversion of lactose to monosaccharides through the 
hydrolysis of the terminal β-glycosidic bonds.25 The most important industrial application of β-
galactosidases is in dairy industry to produce low-lactose products. Furthermore, β-
galactosidases are used to reduce problems associated with whey disposal and with lactose 
crystallization in frozen concentrated desserts and to improve the sweetness, solubility, and 
flavor of dairy products.26,27 Due to high interest, β-galactosidases have been immobilized in 
many supports such as agarose,28,29 chitosan,30,31 nanomaterials,20,32 and membranes/films.33,34 
In these cases, several techniques such as adsorption, crosslinking or covalent attachment were 
used to immobilize β-galactosidases. 
In this work, we studied the modification of the epoxy groups of Immobead 150 
supports by using glutaraldehyde (Immobead-Glu) or an acid solution (Immobead-Ac) to obtain 
different groups for enzyme immobilization (Figure 1). We used the β-galactosidase from 
Aspergillus oryzae as a protein model. The supports, Immobead-Epx, Immobead-Glu and 
Immobead-Ac, were tested with various protein loadings. The immobilized preparations were 
also characterized and compared to the soluble form of the enzyme with regard to their pH 
values and temperatures for optimal activity, storage stability, kinetic parameters, thermal 




Figure 1. Scheme of β-galactosidase immobilization on Immobead by (a) hydrophobic 
adsorption, (b) electrostatic interaction, and (c) crosslinking. 
 
Materials and Methods 
Materials 
β-Galactosidase from Aspergillus oryzae (Gal) was donated by Prozyn Company (São 
Paulo, Brazil). Powdered skim milk and powdered cheese whey were purchased from Brazil 
Foods S.A. (Rio Grande do Sul, Brazil). Powdered whey permeate was provided by Arla Foods 
(Córdoba, Argentina). The enzymatic kit for glucose determination was acquired from Labtest 
(Minas Gerais, Brazil). The support Immobead 150, ortho-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside 
(ONPG), and other chemicals were purchased from Sigma Aldrich Co. (St. Louis, USA). All 
of the other reagents were of analytical grade. 
 
β-D-galactosidase activity assay and protein quantification 
The activity of the free and immobilized β-galactosidase was determined 
spectrophotometrically using ONPG as a substrate. The reaction was conducted by mixing 50 
µL of the enzyme solution or derivative suspension with 450 µL of the substrate solution (18 
mM ONPG in 100 mM sodium acetate buffer, pH 4.5) for 2 min at 55 °C in a water bath while 
stirring. The reaction was stopped by the addition of 1.5 mL of a sodium carbonate solution (2 
M, pH 9.8). The absorbance was measured at 415 nm. One β-galactosidase unit was defined as 
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the amount of enzyme that releases 1 μmol of ortho-nitrophenol (εm = 4500 L.mol
-1.cm-1) per 
minute at the defined assay conditions. The protein concentration of the enzyme solutions was 
determined using the Bradford method with a Bio-Rad® protein dye (St. Louis, MO, USA) 
reagent concentrate and bovine serum albumin as the standard protein.35 
 
Preparation of the modified supports 
Immobead 150 was modified with two different methods. First, the support was 
modified with glutaraldehyde (Immobead-Glu) according to a method described by Mariotti et 
al.36 Briefly, 50 mg of Immobead 150 was mixed with 4 mL of a glutaraldehyde solution (5 %, 
v/v) at pH 3.1 and stirred for 8 h. Immobead 150 was also modified with an acid solution 
(Immobead-Ac) following the method proposed by Mubarak et al.37 with some modifications. 
For this process, 50 mg of the support was suspended with 4 mL of an acid solution (3:1, v/v) 
of H2SO4 1 M and HNO3 1 M and stirred for 8 h. The treated supports were sequentially and 
thoroughly washed with ultra-pure water to remove traces of reagents and then with acetate 
buffer (100 mM, pH 4.5). The modified supports were separated from the reagents by 
centrifugation at 2,370 × g and 4 °C for 5 min. The epoxy groups were quantified according to 
Sundberg and Porath38 and it was confirmed that all epoxy groups were modified. 
 
β-galactosidase immobilization 
β-Galactosidase was immobilized on unmodified (Immobead-Epx) and modified 
supports (Immobead-Glu and Immobead-Ac). The immobilization processes were conducted 
by adding 3 mL of β-galactosidase solution (10-500 mg of protein per gram of support) prepared 
in acetate buffer (100 mM, pH 4.5) on 50 mg of each support. The mixtures were incubated 
under stirring (150 rpm at 30 °C) for 24 h. During the process, supernatant and suspension 
samples were collected periodically to monitor the enzyme activity and protein content. 
Immobilized β-galactosidase was separated by centrifugation at 2,370 × g and 4 °C for 5 min. 
Then, the derivatives (Immobead-Glu-Gal, Immobead-Ac-Gal, and Immobead-Epx-Gal) were 
washed twice with acetate buffer (100 mM, pH 4.5). The immobilization yield and 
immobilization efficiency were calculated according to Sheldon and Van Pelt.6 
All experiments and analyses were performed in triplicate. The statistical evaluation of 
the immobilization yield and immobilization efficiency was performed through one-way 
analyses of variance (ANOVAs), and the significance of the model was verified by the F-test. 
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In the significance models, the averages were compared with a Tukey test at a significance level 
of 95 % (p<0.05) using the BioEstat 5.0 software. 
 
Characterization of free and immobilized β-galactosidases 
The optimal pH values for free and immobilized β-galactosidases were determined by 
measuring the activity at 55 °C at pH values ranging from 4.0 to 8.0. The buffers used were 
acetate (100 mM, pH 4.0 to 6.0) and phosphate (100 mM, pH 6.5 to 8.0). To study the effect of 
the temperature, it was varied from 4.0 to 75 °C while fixing the pH at 4.5. The specific activity 
of free or immobilized β-galactosidases at an optimal pH or temperature value was considered 
as 100 % activity, and the relative activity at each tested pH and temperature, separately, was 
calculated as a percentage of the 100 % activity. 
In addition, free and immobilized β-galactosidases were stored in acetate buffer (100 
mM and pH 4.5) at 4 and 25 °C for 3 months, and the residual activity over time was measured 
to evaluate their storage stability. The activity determined on the first day was taken as the 
control (100 %) for the calculation of the residual activity.   
Kinetic parameters of free and immobilized β-galactosidases were determined by 
changing the ONPG concentration (3 to 18 mM) at 100 rpm. The KM (Michaelis constant) and 
Vmax (maximum rate of the reaction) values were determined using the Michaelis-Menten model 












                                                                                                                (1) 
where V (mM.min-1) is the catalytic reaction rate, Vmax (mM.min
-1) is the maximum velocity, 
[S] is the substrate concentration (mM), and KM is the Michaelis constant (mM). 
The turnover number (kcat) (min
-1) of free and immobilized β-galactosidases was 




                                                                                                                               (2) 
where Vmax (mM.min
-1) is the maximum velocity and [ET] is the total concentration (mM) of 
enzymes in the reaction medium. 
The catalytic specificity constant (min-1.mM-1) of free and immobilized β-
galactosidases was calculated as the ratio between the turnover number (kcat) (min
-1) and the 
Michaelis constant (KM) (mM). 
The thermal stability of the free and immobilized β-galactosidases was determined by 
incubating the samples at 65, 68, 70 and 73 °C and measuring the residual β-galactosidase 
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activity over time. The thermodynamic parameters were calculated according to a simplified 
deactivation model described in the literature.39 
The energy of activation (Ea) for the inactivation process was calculated by using 
nonlinear regression and considering the Arrhenius plot (Equation 3): 
k = A. e-
Ea
R.T                                                                                                                              (3) 
where k (min-1) is the kinetic deactivation constant, A (min-1) is the pre-exponential factor, Ea 
(J mol-1) is the energy of activation, R (8.314 J mol-1 K-1) is the universal gas constant, and T 
(K) is the temperature. 
The half-life (t1/2) of the enzyme is defined as the time required for the enzyme to lose 
half of its initial activity. The half-life was estimated using Equation 4: 
t1/2 = ln 2/k                                                                                                                                 (4) 
where t1/2 (min) is the half-life and k (min
-1) is the kinetic deactivation constant. 
The stabilization factor (SF) at a specific temperature was calculated by dividing the 
half-life of each immobilized β-galactosidase by the half-life of free β-galactosidase. 
Gibb’s free energy of thermal inactivation (ΔG) was calculated from the first-order rate 
constant of the inactivation process at different temperatures and using Equation 5: 
∆G = -R. T. ln (
k.h
kB.T
)                                                                                                              (5) 
where R (8.314 J mol-1 K-1) is the universal gas constant, T (K) is the temperature, k (min-1) is 
the kinetic deactivation constant, h (6.626210-34 J.s) is the Planck constant, and kB (1.3806  
10-23 J.K-1) is the Boltzmann constant. 
The enthalpy (ΔH) was calculated from the energy of activation (ΔH = Ea - RT) and the 
entropy (ΔS) from enthalpy and Gibb’s free energy (TΔS=ΔH–ΔG). 
 
Reusability of the immobilized β-galactosidase 
The reusability of the immobilized β-galactosidase was determined by the hydrolysis of 
10 mL of a lactose solution, whey permeate, cheese whey, and skim milk (all reconstituted to 
5 % w/v of lactose) and using 100 mg of the immobilized preparation at 4 °C and 150 rpm for 
30 min. At the end of each cycle, the immobilized enzyme was collected by centrifugation 
(1,000 × g, 3 min, 4 °C), washed with acetate buffer (100 mM, pH 4.5) and placed on fresh 
substrate for the next cycle. In addition, after each reaction, the immobilized enzyme was 
collected to determine the residual activity using ONPG as the substrate. The residual activity 
of each derivative after the first cycle was taken as 100 % activity. The supernatant of the 
solution was also collected after each reaction to determine the percentage of lactose hydrolysis 
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by the formation of glucose with a glucose oxidase kit. The degree of hydrolysis of each 
derivative after the first cycle was defined as 100 % hydrolysis. All experiments and analyses 
were performed in triplicate. 
 
Results and discussion 
Enzyme immobilization 
Immobead 150 was modified with a glutaraldehyde and acid solution and used for the 
immobilization of β-galactosidase. Initially, the protein load for immobilization was tested for 
three supports, and the results for immobilization yields and efficiencies are shown in Table 1. 
It was possible to efficiently immobilize the A. oryzae β-galactosidase on both unmodified and 
modified Immobead. In all of the matrices, increased protein loads reduced immobilization 
yield and efficiency. Nevertheless, the efficiency for Immobead-Glu was superior, especially 
at high protein loads. Moreover, for the three immobilization protocols studied, there was no 
significant difference (p<0.05) between the immobilization yield when the protein loadings 
were 10 to 100 mg of protein/g of support. With respect to efficiency, the values in almost all 
of the tested loads were higher than 75 %. The reduction of the efficiency at the highest tested 
protein concentrations can be explained by the fact that excessive protein loadings likely cause 
agglomeration of the enzyme molecules attached to the surface of the supports.40 Madalozzo et 
al.16 studied the immobilization of the recombinant lipase by adsorption on Accurel MP-1000 
and by covalent bonding on Immobead 150. Similar to the present work, the authors verified 
that among protein loadings of 50 to 400 mg.g-1 of support, the protein loading of 100 mg.g-1 
showed the best immobilization parameters on the Immobead 150.  
The differences observed (Table 1) among the treatments (Immobead-Glu, Immobead-
Ac, and Immobead-Epx) with the same protein load can be attributed to the nature of the 
interactions of the enzyme with the support. The higher values of the yields of Immobead-Glu-
Gal can be explained by a better stabilization of β-galactosidase molecules and by the 
occurrence of intermolecular crosslinking between lysine residues from β-galactosidase with 
the aldehyde group of polymeric glutaraldehyde.41 Immobead-Glu may interact with a protein 
in three different ways: hydrophobic, electrostatic and covalent.23 Glutaraldehyde reacts 
reversibly with amino groups over a wide pH range (pH ≥ 3.0), and lysyl amines are present in 
their unprotonated form at lower pH values, which drives the acid-base equilibrium of these 
groups to deprotonation for further reaction.42 The conditions that we used in this treatment 
were those used to covalently attachment of the enzyme with the carrier. 
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Immobead-Epx-Gal Immobead-Ac-Gal Immobead-Glu-Gal 
Yield (%) Efficiency (%) Yield (%) Efficiency (%) Yield (%) Efficiency (%) 
10 78.21 ± 4.37 A, a 89.56 ± 3.44 B, a 71.79 ± 6.70 A, a 97.16 ± 2.08 AB, a 87.82 ± 5.38 A, a 97.70 ± 1.73 A, a 
20 76.62 ± 2.10 AB, a 83.77 ± 6.81 A, ab 66.00 ± 5.99 B, a 91.48 ± 5.80 A, a 90.68 ± 4.82 A, a 93.55 ± 6.27 A, a 
30 74.57 ± 5.92 AB, a 87.08 ± 5.75 A, ab 62.27 ± 7.75 B, a 95.16 ± 4.21 A, a 87.01 ± 4.30 A, a 98.18 ± 1.13 A, a 
50 72.36 ± 3.00 AB, a 84.65 ± 5.01 A, ab 61.43 ± 6.36 B, a 90.01 ± 3.69 A, a 81.31 ± 1.87 A, a 94.06 ± 3.26 A, a 
100 78.48 ± 2.75 A, a 84.31 ± 3.31 A, ab 63.36 ± 5.90 B, a 89.29 ± 6.34 A, a 88.73 ± 2.08 A, a 93.56 ± 4.71 A, a 
200 51.84 ± 5.02 A, b 73.68 ± 6.25 B, ab 34.95 ± 1.83 B, b 81.93 ± 4.74 AB, a 56.55 ± 2.39 A, b 90.88 ± 2.99 A, a 
300 48.75 ± 4.78 A, b 76.61 ± 4.28 B, ab 32.80 ± 2.68 B, b 81.15 ± 6.25 AB, a 50.71 ± 2.03 A, b 91.37 ± 2.97 A, a 
500 45.24 ± 4.86 A, b 70.95 ± 5.21 B, b 32.55 ± 2.71 B, b 82.44 ± 4.53 AB, a 48.31 ± 1.80 A, b 89.16 ± 5.27 A, a 
Each value represents the mean of three independent experiments performed in triplicate with the average standard deviation. The same uppercase letter 
indicates that the immobilization parameter is statistically equal (p<0.05) for the different derivatives. The same lowercase letter indicates that the 
immobilization parameter is statistically equal (p<0.05) for the different protein loads for each derivative.  
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The acid solution used in the oxidation of the surface groups of the Immobead 
introduced carboxyl groups. This reaction was a nucleophilic attack on the epoxy groups of 
Immobead using acidic conditions; the attack position is thus controlled by steric effects and 
the stability of the carbocation.37,43 In this protocol, the chemical interaction observed between 
the -NH2 groups of the β-galactosidase and the -COOH of the support occurred by electrostatic 
interactions. One of the possible reasons for the reduction of the amount of immobilized enzyme 
in Immobead-Ac-Gal when compared with the adsorption method (Immobead-Gal) may have 
been the limited carboxyl groups introduced in the Immobead surface; once in the unmodified 
support, a large surface area and larger number of surface groups (epoxides) are available for 
β-galactosidase adsorption. 
 
Characterization of free and immobilized β-galactosidases  
Sensitivity to changes in environmental conditions is one of the major limitations of 
utilizing enzymes as catalysts in chemical reactions (in many commercial applications). The 
activity of the free and immobilized β-galactosidases as a function of pH was determined 
(Figure 2a). In this study, pH values from 4.0 to 8.0 were selected to cover the range of 
conditions that might be found in commercial food products. Free β-galactosidase presented an 
optimal pH at 5.0, while for all immobilized forms, this value was displaced to pH 6.0. The 
enzyme activity decreased markedly when the pH was higher than 6.5. This effect can be 
attributed to changes in the three-dimensional structure of the enzyme when the pH is altered, 
which leads to alterations in the morphology and surface chemistry of the active site.44 Similar 
behavior was reported by Zhang et al.45, who worked with β-galactosidase immobilized onto 
magnetic beads, and their results showed an increase in pH optimal values from 7.7 to 8.3 after 
the immobilization. 
In the same sense, the effect of temperature on the catalytic activity of β-galactosidase 
is shown in Figure 2b. The activities of free and immobilized β-galactosidases increased as the 
temperature was increased, and the maximum values were found at 55 °C for the free enzyme 
and 60 °C for Immobead-Ac-Gal, Immobead-Glu-Gal and Immobead-Epx-Gal. It is worth 
noting that at 70 °C, the soluble enzyme lost 40 % of its activity but the immobilized β-
galactosidase retained more than 95 % of its initial activity for all of the immobilization 
protocols. These results are reflected in the conformational stability attained by the enzyme as 
a result of the hydrophobic nature of Immobead, which may change the dielectric constant of 
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the microenvironment by modifying the acid constants of basic or acid groups of immobilized 
enzyme.46,47 
 
Figure 2. Effects of pH (a) and temperature (b) on the activity of free and immobilized β-
galactosidases. Relative activity refers to the activity/maximum activity. () Free Gal; () 
Immobead-Epx-Gal; () Immobead-Ac-Gal; () Immobead-Glu-Gal. 
 
For industrial applications, the loss of enzyme activity during storage and operation is 
an important factor.48 The stability of the immobilized enzyme was investigated by maintaining 
the enzyme in acetate buffer (100 mM, pH 4.5) under two different conditions (4 and 25 °C). 
After 90 days of storage at 4 °C, the Immobead-Epx-Gal retained 50 % of its activity, while 
Immobead-Ac-Gal and Immobead-Glu-Gal retained approximately 60 %. These results 
indicate that the bonds between the free amino groups of A. oryzae β-galactosidase and the 
groups created on the Immobead 150 by the modification process with glutaraldehyde or with 
the acid solution increased the storage stability of the enzyme at 4 °C. At 25 °C, Immobead-
Epx-Gal, Immobead-Ac-Gal, and Immobead-Glu-Gal showed a decrease in the enzyme activity 
during storage, which was 10 % lower than at 4 °C. 
Table 2 shows the kinetic parameters of free and immobilized β-galactosidases. The KM 
increased, while the Vmax decreased, as a result of the immobilization processes. The kcat values 
showed the same tendency as the Vmax values. The reduction of the affinity observed in 
Immobead-Epx-Gal could be caused by the steric hindrance of the derivative generated from 
the interfacial adsorption of β-galactosidase on the Immobead.1 In addition, the simple 
interaction between the enzyme and support allowed the easy diffusion of the derivative that 
generated the highest Vmax of the catalysis between the immobilized β-galactosidases. The ionic 
interaction in Immobead-Ac-Gal resulted in an approximately 2-fold reduction in the KM values, 
which could be explained by the variation of microenvironment in the immobilized enzyme.44 
In the crosslinking process for Immobead-Glu-Gal, the glutaraldehyde acted as a spacer and 
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allowed a greater accessibility of the substrate to the immobilized enzyme but also caused a 
higher reduction in reaction velocity.49  
 








Catalytic specificity constant 
(min-1.mM-1) 
Free Gal 9.98 ± 0.69 103.67 ± 4.14 925.33 92.73 
Immobead-Epx-Gal 26.49 ± 0.41 50.01 ± 0.50 568.70 21.47 
Immobead-Ac-Gal 19.80 ± 2.42 33.34 ± 2.76 469.67 23.72 
Immobead-Glu-Gal 24.38 ± 1.66 29.65 ± 3.96 298.22 12.23 
 
Table 3 shows the kinetic parameters of β-galactosidase immobilized in different 
materials. Pessela et al.50, Torres et al.51, Ansari et al.32 and Ansari and Husain52 observed the 
same behavior in relation to KM and Vmax. According to Matsuno et al.
53, mass transfer resistance 
and electrostatic and steric effects are the probable reason for an increase in the Michaelis 
constant after immobilization. The reduction in the KM can be due to the uneven surface of the 
support and also attributed to diffusion effects caused by the high concentration of protein that 
was immobilized.54 The results obtained for Vmax demonstrate that the immobilization process 
of β-galactosidase on the Immobead reduced the accessibility of the substrate to the enzyme 
active site and/or its ability to undergo conformational changes that are intrinsic to the enzyme-
substrate interaction.  
Table 4 shows the results of the thermal inactivation parameters of free and immobilized 
β-galactosidases. The t1/2 values decreased with increased temperature. These results show 
greater thermal stability for the immobilized β-galactosidase on the Immobead, mainly in the 
support modified with glutaraldehyde. The enhanced thermal stability of β-galactosidase when 
immobilized on the Immobead may be attributed to a decrease in the protein-protein 
interactions and to a decrease in the vibration intensity of the macromolecules when subjected 
to high temperature.55 Furthermore, the nature of the bonds formed between the enzyme and 
the support are a key factor to enhance the thermal stability of the enzymes.56 Results from the 
present work agreed with those of Alagoz et al.14, who immobilized formate dehydrogenase on 
the supports glyoxyl silica, glyoxyl agarose, and aldehyde-functionalized Immobead, resulting 
in higher half-lives in the immobilized biocatalysts than the free enzymes. 
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When the ΔG values of free and immobilized β-galactosidases (Table 5) were compared, 
it was apparent that the Gibbs free energy increased at all tested temperatures after 
immobilization, showing that the enzyme is in a high-energy state. This finding indicates that 
the susceptibility to denaturation was reduced in the derivatives.57 Generally, the decrease 
observed in the ΔG values of A. oryzae β-galactosidase with increasing temperatures can be 
related to the reduction in the availability of the reactive sites due to denaturation and changes 
in the initial conformation of the enzyme.58 For the ΔH of Immobead-Epx-Gal, Immobead-Ac-
Gal, and Immobead-Glu-Gal, no difference was observed with the increase in temperature, 
which indicates that the enthalpy for A. oryzae β-galactosidase immobilized on Immobead is 
not dependent on the temperature within the range studied. The ΔS value from the free and 
immobilized β-galactosidases increased with increased temperature, indicating that the system 
disorder increased as the enzyme underwent denaturation. The obtained negative values of 
entropy probably indicate that the rate-limiting step during thermal deactivation, under the 
studied conditions, involves the aggregation reaction of partially unfolded enzyme molecules.59 
Concerning the Ea values, only the Immobead-Ac-Gal process resulted in the reduction of this 
thermodynamic parameter. Thus, the other derivatives presented a higher propensity for the 
proteins to maintain the native conformation.60  
 
Table 3. Kinetic parameters of β-galactosidase immobilized in different supports. 
Derivatives Kinetic parameters Reference 
 KM (mM) Vmax (IU/mg) 
Pessela et al.50 
Free enzyme 3.1 48.00 
Sepabeads-IDA-Co 7.7 45.00 
Sepabeads-boronate 6.6 47.00 
 KM (mM) Vmax (μM.min
-1) 
Torres et al.51 
Free enzyme 12 1.68 
Eupergit C 24 1.28 
Sepabeads EP 29 1.11 
 KM (mM) Vmax (mM.min
-1) 
Ansari et al.32 
Free enzyme 2.45 0.52 
Con A-Celite 4.96 0.46 
Crosslinked Con A-Celite 5.58 0.38 
 KM (mM) Vmax (mM.min
-1) 
Ansari and Husain52 Free enzyme 3.56 2.76 
CA-PMMA 3.88 1.93 
CA-PMMA: cellulose acetate-polymethylmethacrylate membrane. 
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Table 4. Thermal inactivation parameters for free and immobilized β-galactosidases at different temperatures. 
Derivative 





















Free Gal 0.1400 4.95 - 0.3383 2.05 - 0.5769 1.20 - 1.0594 0.65 - 
Immobead-Epx-Gal 0.0713 9.72 1.96 0.1936 3.58 1.75 0.2973 2.33 1.94 0.5000 1.39 2.12 
Immobead-Ac-Gal 0.0975 7.11 1.44 0.2501 2.77 1.35 0.3801 1.82 1.52 0.4455 1.56 2.38 
Immobead-Glu-Gal 0.0560 12.38 2.50 0.1901 3.65 1.78 0.2111 3.28 2.73 0.4491 1.54 2.36 
SF = Stabilization Factor  
 
 
Table 5. Thermodynamic parameters for free and immobilized β-galactosidases.  
Derivative Ea  
65 °C 68 °C 70 °C 73 °C 
ΔG  ΔH  ΔS  ΔG  ΔH  ΔS  ΔG  ΔH  ΔS  ΔG  ΔH  ΔS  
Free Gal 10.03 100.16 7.22 -274.96 98.58 7.20 -267.96 97.65 7.18 -263.75 96.78 7.16 -259.02 
Immobead-Epx-Gal 9.59 102.06 6.78 -281.90 100.16 6.75 -275.92 101.06 6.73 -273.00 98.94 6.71 -266.56 
Immobead-Ac-Gal 7.63 101.18 4.82 -285.10 99.43 4.79 -277.54 98.84 4.77 -274.24 99.27 4.75 -273.18 
Immobead-Glu-Gal 9.83 102.74 7.02 -283.18 100.21 7.00 -277.35 102.72 6.98 -272.12 99.25 6.96 -266.74 
Ea (kJ.mol-1); ΔG (kJ.mol-1); ΔH (kJ.mol-1); ΔS (J.mol-1.K-1). 
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Reusability of the immobilized β-galactosidase 
One of the advantages associated with the industrial application of immobilized 
enzymes is the possibility of multiple reuses, which improves the overall cost-effectiveness of 
the process. The reusability of the Immobead-Epx-Gal, Immobead-Ac-Gal, and Immobead-
Glu-Gal was evaluated in four substrate solutions: lactose, whey permeate, cheese whey, and 
skim milk (Figure 3). Both evaluations, i.e., residual activity and hydrolysis degree, exhibited 
a similar behavior during the reusability cycles. A loss of approximately 50 % of the initial 
hydrolytic activity after 19 cycles was observed in the hydrolysis of the lactose solution (Figure 
3a). In the permeate hydrolysis (Figure 3b), with the exception of Immobead-Ac-Gal, this loss 
was verified only after the 33rd cycle. Concerning the reusability in cheese whey and skim milk 
(Figure 3c and 3d, respectively), the reductions of the hydrolytic activity of Immobead-Epx-
Gal, Immobead-Ac-Gal, and Immobead-Glu-Gal were more pronounced. It is important to note 
that galactose and glucose formed during the reaction can act as competitive and 
noncompetitive inhibitors, respectively, and reduce the reaction rates over time as they 
accumulate in the reaction medium and contribute to the incomplete hydrolysis of lactose 
usually observed in the batch process.13 In addition, proteins and minerals present in cheese 
whey and milk may have an inhibitory effect on the β-galactosidase activity.61 The difference 
observed in the enzyme performance between the evaluated substrates can be attributed to the 
stability of the enzyme-support interaction under repeated reactions. As shown in Figure 3, 
Immobead-Ac-Gal exhibited lower stability in the hydrolysis of the substrates compared to the 
other derivatives. This effect was probably caused by the salt concentration present in the 
solutions (whey permeate, cheese whey, and skim milk), which may have interfered with the 
electrostatic interactions and caused desorption from the carrier.62 According to Valerio et al.54, 
the decrease in the activity shown in the final batches is due to progressive decay in the 
mechanical resistance of the immobilized enzyme, inherent wastes resulting from material 
transfer, and natural denaturation of the biocatalyst. The reusability of enzyme in this study was 
superior to that observed by Wahba63; when they immobilized β-galactosidase in calcium 
pectinate beads activated with chitosan and glutaraldehyde, 59 % of the initial activity remained 
after the 13th run. This decline in the relative activity was attributed to the deformation of the 




Figure 3. Reusability of immobilized β-galactosidase: () Immobead-Epx-Gal; () Immobead-Ac-Gal; () Immobead-Glu-Gal. The hydrolysis 
of the lactose using immobilized β-galactosidase was conducted in (a) lactose solution, (b) whey permeate, (c) cheese whey, and (d) skim milk, 
and all were reconstituted to 5 % w/v of lactose. The residual activity and the degree of hydrolysis of each derivative after the first cycle were 




In this work, we studied the modification of epoxy groups on Immobead 150 supports 
and the immobilization of β-galactosidase on unmodified and modified supports. The 
immobilization yields and efficiencies were generally high for both unmodified and modified 
Immobead 150. The immobilized enzymes showed an optimal pH value at 6.0, while the 
maximal activity levels were found at 55 °C for the free enzymes and 60 °C for the immobilized 
forms. The immobilization changed the kinetic parameters independently of the protocol. The 
three derivatives presented half-life values higher than the soluble form in all of the 
temperatures tested. The immobilized β-galactosidase could be reused when tested in repeated 
batches using a lactose solution, whey permeate, cheese whey, and skim milk and retained 
approximately 50 % of the initial activity after 20 cycles of hydrolysis of the lactose solution. 
The nature of the enzyme-support interaction was shown as a key factor for the stability of the 
immobilized enzyme, where the modification with glutaraldehyde improved thermal and 
operational stabilities. These results suggest that Immobead 150 is a promising support for the 
immobilization of β-galactosidase. 
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4.2 Chelation by collagen in the immobilization of Aspergillus oryzae β-galactosidase: a 
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4.3 Hydrolysis of lactose by Kluyveromyces lactis β-galactosidase immobilized on Immobead: 
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We investigated the immobilization of Kluyveromyces lactis β-galactosidase (Gal) on 
Immobead with different support modification strategies. Immobead was modified by a 1 M 
acid solution of H2SO4:HNO3 (3:1) (Ibead-Ac), modified by 5% (w/v) glutaraldehyde (Ibead-
Glu), and used in its unmodified form (Ibead). The immobilization yields and efficiencies were 
evaluated by testing protein loads from 10 to 200 mg.g-1 of support. The structural, textural and 
catalytic properties of the supports (modified and unmodified) and derivatives (Ibead-Gal, 
Ibead-Ac-Gal and Ibead-Glu-Gal) were analyzed. The highest immobilization yields and 
efficiencies were achieved with a protein load of 100 mg.g-1 of support. The surface area of 
Immobead was greatly decreased after the support modification. The pore area also decreased 
upon β-galactosidase immobilization. No changes were observed in the optimal pH and 
temperature conditions of pH 7.0 and 40 °C, respectively, after immobilization. The Michaelis 
constant of the immobilized β-galactosidase increased by 2.5, 3.3 and 2.1 times for Ibead-Gal, 
Ibead-Ac-Gal and Ibead-Glu-Gal, respectively, with respect to the free enzyme value (2.33 
mM). The maximum velocity decreased from 30.7 mM.min-1 to approximately 11 mM.min
-1 
for the enzyme immobilized on Ibead and Ibead-Glu, respectively, and to approximately 22 
mM.min-1 for the enzyme immobilized on Ibead-Ac-Gal. The derivatives had half-life values 
higher than those of the soluble enzyme at all tested temperatures. The three derivatives (Ibead-
Gal, Ibead-Ac-Gal and Ibead-Glu-Gal) could be reused successfully at least 15 times, retaining 
high residual enzymatic activity, in batch processes for the hydrolysis of lactose in both cheese 
whey and milk. K. lactis β-galactosidase immobilized on Immobead by the tested treatments 
could be an alternative tool for lactose hydrolysis in the dairy industry. 
 




The enzymatic hydrolysis of lactose is an important biotechnological process that can 
provide lactose-free products for consumption by lactose maldigesters [Haider and Husain, 
2008]. A large fraction of the population shows low levels of the enzyme β-galactosidase in 
intestine, and excessive lactose in the intestines of such individuals can lead to tissue 
dehydration, poor calcium absorption and fermentation of the lactose by microflora. The 
development of products whose lactose content is pre-hydrolyzed can reduce the problems 
associated with lactose intolerance in individuals [Bayramoglu et al. 2007]. In addition, 
industrially, this hygroscopic sugar can cause many defects in refrigerated dairy foods, such as 
crystallization and the development of a sandy texture. Lactose hydrolysis can reduce the 
sensorial defects in these products [Panesar et al. 2006]. 
The enzyme β-galactosidase catalyzes the hydrolysis of lactose into glucose and 
galactose [Vasiljevic, 2001]. This biocatalyst can be obtained from a wide variety of 
microorganism, plant, and animal sources. However, the optimum catalytic properties, pH and 
temperature of the enzyme differ markedly with its source. Protein provided by microorganisms 
offers various advantages such as easy handling, a higher multiplication rate, and high 
production yield [Klewicki, 2007]. The β-galactosidase produced by Kluyveromyces lactis 
yeast is a homotetrameric protein with a molecular weight of approximately 118 kD per subunit 
[Pereira-Rodriguez et al., 2012]. This enzyme is most commonly employed for the hydrolysis 
of lactose in milk, sweet whey and neutral pH dairy products, since its optimum pH is between 
6.5-7.0. In addition, this enzyme is widely accepted as safe for use in foods [Panesar 2010]. 
However, these biocatalysts generally have a high industrial cost, and their recovery 
at the end of the reaction process is not economically viable. Accordingly, several technologies 
for the use of this enzyme in lactose hydrolysis have been studied, such as application in batch 
reactors, packaged bed reactors, recycle reactors and fluidized bed reactors [Panesar, 2010]. 
Enzymatic immobilization acts in concert with these processes, facilitating the application of 
the enzyme. 
An enzyme may be used in an immobilized form for various reasons, such as 
convenient separation from the product, the possibility of enhanced stability under both storage 
and operational conditions, and improved enzyme performance via repeated reuse [Sheldon, 
2007]. For these purposes, many enzymes have been immobilized on both organic and 
inorganic supports via adsorption, covalent attachment, chemical aggregation, 
microencapsulation, and entrapment [Husain, 2010]. These immobilized biocatalysts can be 
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used in various areas such as industrial, biotechnological, medical, analytical, and various other 
applications [Bayramoglu et al. 2007]. Immobead 150 is an epoxy support with a high surface 
area formed by cross-linked copolymers of methacrylate bearing oxirane groups. It has been 
employed to immobilize different enzymes by taking advantage of their capacity to adsorb or 
to form covalent linkages [Matteo, 2007; Alagoz, 2016; Matte, 2016]. Nevertheless, the use of 
Immobead for the immobilization of a yeast β-galactosidase for use in the lactose hydrolysis of 
milk and dairy products in the food industry has not yet been established.  
This paper describes the immobilization of K. lactis β-galactosidase on Immobead. We 
examined the modification of the support with an acid solution or glutaraldehyde and the use 
of its unmodified form to evaluate the derivatives produced by different interactions. The 
preparations were assessed by textural and structural analysis. The biocatalysts were 
characterized in terms of their optimum catalytic conditions, kinetic parameters, and thermal 
and operational stability.  
 
2 Materials and Methods 
2.1. Materials 
The enzyme β-galactosidase (Gal) from K. lactis (Lactomax Pure) was purchased from 
Prozyn Company (São Paulo, Brazil). Powdered skim milk and powdered cheese whey were 
purchased from Brazil Foods S.A. (Rio Grande do Sul, Brazil). Powdered whey permeate was 
provided by Arla Foods (Córdoba, Argentina). The enzymatic kit for glucose determination 
was acquired from Labtest (Minas Gerais, Brazil). The Coomassie (Bradford) Protein Assay 
Kit, the support Immobead 150, ortho-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside (ONPG), and other 
chemicals were purchased from Sigma Aldrich Co. (St. Louis, USA). All of the other reagents 
were of analytical grade. 
 
2.2 Methods 
2.2.1 Pretreatments of the support 
The support Immobead 150 (Ibead) was pretreated by two different strategies: 
modification of the Immobead surface groups with glutaraldehyde (Ibead-Glu) and oxidation 
of the surface groups of the support with an acid solution (Ibead-Ac). To prepare Ibead-Glu, 50 
mg of the support was suspended with 4 mL of a glutaraldehyde solution (5%, v/v) and stirred 
at 150 rpm for 8 h. Immobead 150 was also treated with an acid solution (Ibead-Ac). Briefly, 
50 mg of support was mixed with 4 mL of an acid solution (3:1, v/v) of H2SO4 1 M and HNO3 
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1 M and maintained at 150 rpm for 8 h. The treated supports were recovered by centrifugation 
(1,000 g, 4 °C for 5 min), washed with ultra-pure water to remove traces of the reagents, and 
stored in sodium phosphate buffer (100 mM, pH 7.0) until further use. 
 
2.2.2 Immobilization of β-galactosidase on Immobead 
The immobilization was carried out on both unmodified (Ibead) and modified supports 
(Ibead-Glu and Ibead-Ac). The enzyme was dissolved in the corresponding volume of sodium 
phosphate buffer (1 M, pH 7.0) to obtain concentrations equivalent to 10 to 200 mg of protein 
per gram of support. Briefly, the Immobead was mixed with the enzyme solution and shaken 
for 24 h at 30 °C. The supernatant was used for protein and activity determination to monitor 
the effect of immobilization. The immobilized β-galactosidase was separated by centrifugation 
(5,000 g, 4 °C, 5 min). Then, the derivatives formed by the reaction of the enzyme with the 
unmodified support (Ibead-Gal), the support modified with acid solution (Ibead-Ac-Gal) or the 
support modified with glutaraldehyde (Ibead-Glu-Gal) were washed twice with sodium 
phosphate buffer (100 mM, pH 7.0). The immobilization yield and immobilization efficiency 
were calculated according to Sheldon and Van Pelt [21]. Protein concentrations were 
determined by using the Bradford method [Bradford, 1976]. 
The immobilization yield and efficiencies were analyzed by using one-way analysis of 
variance (ANOVA), and the F test was performed to evaluate the significance of the model. 
Differences in the Tukey test were considered significant at a level of 95% (p<0.05), as 
calculated by the BioEstat5.0 software. 
 
2.2.3 Determination of β-galactosidase activity 
The activities of free and immobilized β-galactosidase were assayed by the ONPG 
method. A suitably diluted enzyme solution was added to a solution of ONPG (18 mM in 100 
mM sodium phosphate buffer, pH 7.0 with 5 mM magnesium chloride) at 37 °C. The reaction 
was conducted for 2 min and stopped by the addition of 1.5 mL of a sodium carbonate solution 
(2 M, pH 9.8). The activity was measured as the increase in the absorbance corresponding to 
the release of o-nitrophenol (molar extinction coefficient 4500 L.mol-1.cm-1 at 415 nm and pH 
7) from the hydrolysis of ONPG. A unit of specific activity (IU) was defined as the amount of 
enzyme required to hydrolyze 1 mmol of ONPG per min at pH 7 and 37 °C.  
 
2.2.4 Structural study of support and derivatives 
70 
 
The unmodified and modified supports and the derivatives were studied by infrared 
spectroscopy (IR) with a Shimadzu/IRAffinity-1 spectrometer. The infrared spectrum was 
obtained by using KBr pellets at room temperature with 45 accumulative scans and 4 cm-1 
resolution. Thermogravimetric analysis (TGA) curves of the unmodified (Ibead) and modified 
supports (Ibead-Ac, Ibead-Glu) and of the derivatives (Ibead-Gal, Ibead-Ac-Gal, and Ibead-
Glu-Gal) were obtained with a Perkin-Elmer TGA 4000 instrument with a heating rate of 5 
°C.min-1 in a temperature range of 25-550 °C under a nitrogen atmosphere. The specific heat 
capacities (determined by differential scanning calorimetry (DSC)) of the unmodified and 
modified Immobead and the derivatives were measured with the Perkin-Elmer model 4000 
instrument. The temperature range was varied from 25 to 400 °C with a 5 °C.min-1 heating ramp 
with a nitrogen gas flow of 20 mL.min-1 and a gas pressure of 3.4 bar. 
 
2.2.5 Textural characterization  
Textural characterization was performed by using N2 adsorption-desorption isotherms 
at the boiling point of liquid N2, with a Tristar Kr II 3020 Micromeritics instrument. The 
samples (Ibead, Ibead-Ac, Ibead-Glu, Ibead-Gal, Ibead-Ac-Gal, and Ibead-Glu-Gal) were 
previously degassed at 120 °C under vacuum for 12 h. The specific surface area was determined 
by the Brunauer, Emmett and Teller (BET) multipoint technique, and the pore size distribution 
was obtained by the Barret-Joyner-Halenda (BJH) and density functional theory (DFT) methods 
[Webb et al. 1997]. 
 
2.2.6 Biocatalyst properties 
Different buffer systems were employed to study the optimal pH for the free and 
immobilized β-galactosidases. The activities of the free and immobilized forms were measured 
at 37 °C in 100 mM sodium phosphate and acetate buffers with pH ranging from 5.5 to 8.5. The 
optimal temperature was evaluated by varying the temperature from 4.0 to 55 °C in sodium 
phosphate buffer (100 mM, pH 7.0). The activity recorded at the optimum pH or temperature 
was taken as 100% activity, and the activities obtained at the other conditions were expressed 
as percentages of this optimum activity. 
The Michaelis constant (KM) and the maximum reaction rate (Vmax) were calculated for 
free and immobilized β-galactosidase by using the Michaelis-Menten model and Lineweaver-
Burk linearization. For this purpose, different concentrations of ONPG (3–18 mM) in 100 mM 
sodium phosphate buffer pH 7.0 were employed during the enzymatic reaction. The turnover 
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numbers (kcat) of free and immobilized β-galactosidase were calculated by the relation of the 
maximum velocity and the total concentration of enzymes in the reaction medium. The catalytic 
specificity constant was calculated as the ratio between the turnover number (kcat) and the 
Michaelis constant (KM). 
The thermal stability of the free and immobilized β-galactosidases was determined in 
terms of the loss in enzyme activity upon incubation at different temperatures. The samples 
were kept for certain periods of time at different temperatures (55, 58, 60 and 63 °C). The 
thermodynamic parameters were calculated according to a simplified deactivation model 
described in the literature [Kikani, 2015]. 
To calculate the energy of activation (Ea) for the inactivation process, we used nonlinear 
regression and considered the Arrhenius plot (Equation 1): 
 k = A. e-
Ea
R.T                                                                                                                    (1) 
where k (min-1) is the kinetic deactivation constant, A (min-1) is the pre-exponential factor, Ea 
(J.mol-1) is the energy of activation, R (8.314 J.mol-1.K-1) is the universal gas constant, and T 
(K) is the temperature. 
The half-life (t1/2) of the enzyme is defined as the time required for the enzyme to lose 






                                                                                                                          (2) 
where t1/2 (min) is the half-life, and k (min
-1) is the kinetic deactivation constant. 
The stabilization factor (SF) at a specific temperature was calculated by dividing the 
half-life of each immobilized β-galactosidase by the half-life of free β-galactosidase. 
The Gibbs free energy of thermal inactivation (ΔG) was calculated from the first-order 
rate constant of the inactivation process at different temperatures by Equation 3: 
∆𝐺 = −𝑅. 𝑇. 𝑙𝑛 (
𝑘.ℎ
𝑘𝐵.𝑇
)                                                                                                     (3) 
where R (8.314 J mol-1.K-1) is the universal gas constant, T (K) is the temperature, k (min-1) is 
the kinetic deactivation constant, h (6.626210-34 J.s) is the Planck constant, and kB (1.3806  
10-23 J.K-1) is the Boltzmann constant. 
The enthalpy (ΔH) was calculated from the energy of activation (ΔH = Ea - RT), and the 
entropy (ΔS) was calculated from the enthalpy and Gibbs free energy (TΔS = ΔH–ΔG). 
 
2.2.7 Operational stability 
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The reusability of the immobilized β-galactosidase was determined by the hydrolysis of 
four different substrate solutions, a lactose solution, whey permeate, cheese whey, and skim 
milk (all prepared to 5% w/v of lactose), as follows: the immobilized enzyme (100 mg) was 
incubated with 10 mL of one of the solutions at 4 °C and 150 rpm for 30 min. Then, the enzyme 
was separated by centrifugation (5,000 g, 4 °C for 5 min), and its activity was assayed. A 
glucose oxidase kit was used with the supernatant to determine the lactose hydrolysis by the 
formation of glucose. After the activity assay, the enzyme was washed, and fresh substrate 
solution was added to initiate the next round. The residual activity of each derivative after the 
first cycle was taken as 100% activity. The degree of hydrolysis of each derivative after the first 
cycle was defined as 100% hydrolysis. 
 
3 Results and Discussion 
3.1 Immobilization of β-galactosidase on Immobead 
The yield and efficiency of the immobilization of K. lactis β-galactosidase on 
Immobead were evaluated by measuring the variation in enzyme concentration in the 
supernatant during the immobilization process. The support was tested in its unmodified form 
and after treatment with glutaraldehyde or acid solution (Fig. 1). Table 1 shows the 
immobilization yields and efficiencies for each protein load and all Immobead preparations. 
The immobilization yield was found to be 100% with a protein load of 10 mg.g-1 of 
support. A protein load greater than 100 mg of protein per g of support resulted in a significant 
reduction in yield (p<0.05). All three immobilization strategies gave efficiencies of at least 
60%. Although the glutaraldehyde treatment had the lowest efficiency among the different 
treatments, its yields remained 100% until a loading of 100 mg of protein. Alagoz et al. [2016] 
studied the immobilization of Candida methylica formate dehydrogenase on similar supports 
containing short spacer arm aldehyde groups. Immobead 150 modified with glutaraldehyde was 
used to evaluate the covalent immobilization of the enzyme. Using 9.0 mg of protein in 1 g of 
modified support, the authors obtained a lower yield than ours (90%) but an efficiency higher 
than 100%. These different enzyme recovery behaviors may be attributed to non-covalent 
interactions in the immobilization of Candida methylica formate dehydrogenase on the inert 






Fig. 1. Scheme for β-galactosidase immobilization on Immobead. MEV images of support 
modified by an acid solution, modified with glutaraldehyde and in its unmodified form. 
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Table 1. β-Galactosidase immobilized on Immobead. Protein loading study of the different support preparations. 
Protein load 
(mg.g-1 of support) 













10 100.00 ± 0.00 A,a 83.78 ± 5.78 A,a 100.00 ± 0.00 A,a 81.12 ± 6.08 A,a 100.00 ± 0.00 A,a 79.20 ± 5.06 A,a 
20 100.00 ± 0.00 A,a 84.00 ± 1.55 A,a 98.67 ± 0.07 B,a 82.47 ± 3.48 A,a 100.00 ± 0.00 A,a 71.17 ± 6.46 B,ab 
30 97.14 ± 0.73 AB,ab 77.55 ± 4.35 AB,a 93.68 ± 2.77 B,a 79.36 ± 5.15 A,a 100.00 ± 0.00 A,a 68.21 ± 0.52 B,ab 
50 95.85 ± 2.47 AB,ab 79.92 ± 1.27 A,a 92.21 ± 4.39 B,ab 81.64 ± 1.81 A,a 100.00 ± 0.00 A,a 65.39 ± 4.49 B,ab 
100 93.02 ± 1.73 B,ab 79.58 ± 4.01 A,a 84.49 ± 4.05 C,ab 74.18 ± 3.26 AB,a 100.00 ± 0.00 A,a 61.45 ± 5.82 B,b 
200 55.09 ± 2.64 B,c 81.51 ± 4.82 A,a 44.12 ± 2.82 C,c 73.97 ± 4.17 A,a 75.55 ± 5.38 A,b 60.17 ± 3.49 B,b 
Each value represents the mean and the standard deviation of the mean of three independent experiments performed in triplicate. The same 
uppercase letter indicates that the immobilization parameter is statistically equal (p<0.05) for the different derivatives. The same lowercase letter 
indicates that the immobilization parameter is statistically equal (p<0.05) for the different protein loads for each derivative. 
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Ibead-Glu-Gal showed the highest yield among the protocols. The covalent interaction 
of glutaraldehyde with lysyl amine groups in β-galactosidase molecules, which in the tested 
condition drives the acid-base equilibrium and further reactions, was probably responsible for 
these results [Migneault et al. 2004]. Unlike Ibead-Gal, which was formed by adsorption, the 
Ibead-Ac-Gal derivative was formed by a nucleophilic attack on the oxirane groups of 
Immobead. This acid oxidation treatment was followed by stabilization of the carbocation by 
electrostatic interaction with the negative charges in the β-galactosidase side chains 
[Balasubramanian, 2005].  
The immobilization process was continued for 24 h. The first bonds between β-
galactosidase molecules and Immobead are formed quickly, but the subsequent bonds take 
longer to form because the protein becomes a barrier to the diffusion of further enzyme 
molecules [Gonçalves et al. 2008]. Therefore, longer contact times are needed to overcome the 
intra-particle diffusion effects caused by the presence of the enzyme inside the pores and allow 
more enzyme molecules to link to the support. 
Considering the enzyme concentrations and the immobilization yield and efficiency 
results, preparations with protein loads of 100 mg.g-1 of support were selected for the evaluation 
of their structural, textural and biocatalytic properties and their operational stability. 
 
3.2 Structural study of preparations 
The TGA curves of Ibead, Ibead-Ac and Ibead-Glu (Fig. 2A) showed a three-step 
weight loss: room temperature to 100 °C (approximately 5% wt), 100–350 °C (60% wt) and 
350-700 °C (30% wt). The first step should be assigned to the thermal desorption of water 
physically adsorbed on the support surface; the second step resulted primarily from the loss of 
residual oxygen-containing oxirane groups; and the third step can be attributed to the complete 
oxidative decomposition of the Immobead. After immobilization, the derivatives exhibited an 
additional peak from ~320 to 450 °C, which is related to the decomposition of β-galactosidase.  
The thermal properties of the Immobead and its derivatives were investigated by DSC 
(Fig. 2C and D). The three treated supports showed an endothermic peak at approximately 
70 °C, which corresponds to the energy required to desorb water [Kittur et al. 2002]. The 
derivatives showed the same peak but at higher energy absorption. The second peak at ~350 °C 
is due to Immobead decomposition. The derivatives showed another endothermic peak at 200 
°C, probably due to residual glycerol from the commercial enzyme [Sandu et al. 2015]. 
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The IR spectrum of the materials (Fig. 2 E and F) exhibited a strong OH peak at ~3000 
cm−1 and also showed the presence of other functional groups such as CO (at 1727 cm−1), COC 
(at 1230 cm−1) and CO (at 1077 cm−1). The treated supports exhibited a more intense epoxy 
peak (νCOC at 1230 cm−1), while in the derivatives, this peak was reduced [Mondal, 2017]. 
The derivatives exhibited a higher peak intensity due to the use of the enzyme preparation, 
which contains buffer solution and glycerol. 
 
 
Fig. 2. Structural studies: TGA curves of (A) unmodified and modified Immobead (Ibead, 
Ibead-Ac and Ibead-Glu) and (B) derivatives (Ibead-Gal, Ibead-Ac-Gal and Ibead-Glu-Gal) 
TGA curves; DSC thermograms of (C) unmodified and modified Immobead (Ibead, Ibead-Ac 
and Ibead-Glu) and (D) derivatives (Ibead-Gal, Ibead-Ac-Gal and Ibead-Glu-Gal); and FT-IR 
spectra of (E) unmodified and modified Immobead (Ibead, Ibead-Ac and Ibead-Glu) and (F) 





3.3 Textural Characteristics of Immobead preparations 
The specific surface areas, pore diameters and volumes of unmodified Immobead 
(Ibead), modified Immobead (Ibead-Ac, Ibead-Glu) and their derivatives (Ibead-Gal, Ibead-Ac-
Gal, and Ibead-Glu-Gal) obtained from nitrogen adsorption-desorption isotherms are 
summarized in Fig. 3. 
 
 
Fig. 3. Textural characterization of the supports: (A) surface area and pore volume; (B) N2 
adsorption (,,) and desorption (,,) isotherms; (C) DFT micropore size distribution; 
(D) BJH-pore size distributions of () Ibead, ( -Ac, () Ibead-Glu, () Ibead-Gal, 
( -Ac-Gal, and () Ibead-Glu-Gal. 
 
The main isotherm changes were observed in the microporous region, i.e., in the low 
relative pressure region. The support modifications decrease the specific surface area and the 
pore volume (Fig. 3A) compared to those of the unmodified Immobead. This change could be 
explained by the pore surface modification with glutaraldehyde [Caldas et al. 2017], by the 
partial blocking of the entrances to pores by the glutaraldehyde arms bonded to the support in 
Ibead-Glu [Wine et al. 2007] or by the carboxyl groups introduced onto the Immobead by 
oxidation with the acid solution in Ibead-Ac [Balasubramanian and Burghard 2005].  
The immobilization of β-galactosidase on the supports (Ibead-Gal, Ibead-Ac-Gal and 
Ibead-Glu-Gal) caused a drastic decrease in the specific surface area (Fig. 3A) as well as in the 
amount of N2 adsorption (Fig. 3B), confirmed by the decrease in the microporosity (Fig. 3C). 
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This effect was probably caused by the blocking of the smaller pores of the support by the 
immobilized biocatalyst [Matte et al. 2017]. Fig. 3D shows that Immobead also contained pores 
in the mesoporous region, which were greatly reduced after the immobilization. The observed 
reductions in the textural characteristics of the supports can be related to the protein load used 
in the derivatives (100 mg protein.g-1 of support). Matte et al. [2017] immobilized lipase from 
Thermomyces lanuginosus on Immobead 150 by multipoint covalent attachment and verified a 
reduction in the specific surface area of the support from 137 to 63 m2.g-1 after immobilization. 
 
3.4 Biocatalyst properties 
The dependence of the immobilized β-galactosidase catalytic activity on pH and 
temperature was compared with that of the free enzyme. Fig. 4 shows the pH and temperature 
activity profiles for free and immobilized β-galactosidase. The immobilized enzyme showed no 
change in the pH-optimum profile (Fig. 4A) but exhibited a broadening in the basic-pH activity 
profiles compared to those of the native enzyme. This difference could be due to easier 
alteration/distortion of the free enzyme tertiary structure than the immobilized enzyme in highly 
acidic and basic solutions [Neri et al. 2008].  
 
 
Fig. 4. pH (A) and temperature (B) activity profiles for soluble and immobilized β- 
galactosidase. Relative activity refers to the activity/maximum activity. () Free Gal; () 
Ibead-Gal; () Ibead-Ac-Gal and () Ibead-Glu-Gal. 
 
The activity of the free and immobilized enzyme increased with increasing 
temperature until reaching maximum activity at 40 °C. At higher temperatures, all the 
derivatives and the free enzyme lost almost 90% of their activity, indicating that elevated 
temperature leads to denaturation of the enzyme, rupturing the polypeptide chain of both β-
galactosidase forms [Ansari et al. 2013]. According to Ansari and Husain [2011], as the 
catalytic activity of the enzyme depends on the conformational structure of the protein, even 
minor alterations in the tertiary structure can result in the loss of activity. Moreover, no 
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difference in the optimum pH and temperature conditions after enzyme immobilization was 
found by Ansari et al. [2013], who studied the immobilization of Kluyveromyces lactis β-
galactosidase on glutaraldehyde-modified multiwalled carbon nanotubes. 
Table 2 shows that enzyme immobilization resulted in increased Km and decreased 
Vmax values for all the derivatives. In this process, the binding of additional enzyme molecules 
leads to changes in the three-dimensional structure of the enzyme during immobilization and 
may also prevent access of the substrate to the active site. Furthermore, this effect is also 
attributed to lower transport of the substrate and products into and out of the modified 
Immobead [Dwevedi and Kayastha 2009]. Although the ionic interaction in Immobead-Ac-Gal 
resulted in the lowest affinity with Immobead, it presented the highest Vmax, kcat and catalytic 
specificity constant among the evaluated treatments. The covalent bond in Ibead-Glu-Gal 
preserved the affinity of the enzyme with the substrate better than the other derivatives, but its 
velocity was reduced 2.5-fold. The possibility has been reported that the hydrophobic 
interactions of the support with the enzyme might play an important role in the covalent 
immobilization and lead to changes in the enzyme structure or performance. In addition, 
hydrophobic interactions may alter the acidity constants of key substrate binding groups of the 
enzyme [Chaplin and Bucke 1990]. Changes in the kinetic parameters of the derivatives 
compared to those of free β-galactosidase were also reported by Wahba [2016], who verified 
an increase in km from 72.61 mM to 98.19 mM and a decrease in Vmax from 22.99 to 9.51 
μmol.min-1.mg-1 enzyme after the immobilization of A. oryzae β-galactosidase on treated 
calcium pectinate beads. 
 
Table 2. Kinetic parameters for soluble β-galactosidase and enzyme immobilized on the three 











Free Gal 2.33 ± 0.08 30.74 ± 1.73 184.41 79.12 
Ibead-Gal 5.97 ± 0.28 11.05 ± 0.38 89.52 15.00 
Ibead-Ac-Gal 7.68 ± 1.33 22.39 ± 3.74 214.39 27.91 




The thermal (Table 3) and thermodynamic (Table 4) parameters of free and 
immobilized β-galactosidases were examined to investigate the applicability of the immobilized 
enzymes on the industrial scale. The thermal inactivation constant (k) (Table 3) was decreased 
after immobilization in the three derivatives. As a result, the t1/2 values of Ibead-Gal, Ibead-Ac-
Gal and Ibead-Glu-Gal were higher than those of the free enzyme at all evaluated temperatures. 
Ibead-Glu-Gal was the most stable derivative, showing that the covalent bonds improved the 
rigidity and resistance to unfolding during heat treatment more than other immobilization 
interactions [Banjanac 2016]. 
The sensitivity of the reaction rate to temperature was determined by the Arrhenius 
activation energy (Ea) for free and immobilized β-galactosidases. No difference in this energy 
was found between the two enzyme forms (Table 4). The Gibbs free energy (ΔG) was higher 
for Ibead-Gal, Ibead-Ac-Gal and Ibead-Glu-Gal than for the free enzyme, which shows that in 
all these cases, the interactions with Immobead increased the thermal stability. Similarly, 
according to the half-life values, treatment with glutaraldehyde stabilized the enzyme structure. 
The enthalpy (ΔH), which represents the heat variation of the enzyme when incubated at the 
tested temperatures, decreased after the immobilization process. The lower enthalpy of the 
derivatives indicated that the number of broken non-covalent bonds was reduced. Furthermore, 
the enthalpy of the enzyme showed temperature dependence: as the temperature increased, a 
decrease in enthalpy was observed. The entropy of the system also changed, according to the 
values for free and immobilized β-galactosidases. The thermodynamic parameters indicated 
that the Immobead treatments followed by β-galactosidase immobilization contributed to 
reducing the susceptibility of the enzyme to denaturation [Aguiar-Oliveira et al. 2011]. Working 
with another epoxy support, Campello et al. [2012] immobilized Kluyveromyces lactis β-
galactosidase on Eupergit® C. The authors verified the same tendency as in our study in the 
ΔH and ΔS values, which increased after the immobilization process. 
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Table 3. Thermal inactivation properties of free and immobilized β-galactosidase. 
Derivative 





















Free Gal 0.97 0.71 - 1.65 0.42 - 1.99 0.35 - 2.23 0.31 - 
Ibead-Gal 0.68 1.02 1.43 1.26 0.55 1.30 1.56 0.44 1.27 1.91 0.36 1.17 
Ibead-Ac-Gal 0.94 0.74 1.03 1.52 0.46 1.09 1.76 0.39 1.13 1.88 0.37 1.19 
Ibead-Glu-Gal 0.46 1.50 2.11 0.60 1.16 2.77 0.75 0.93 2.67 1.78 0.39 1.25 
SF = Stabilization factor.  
 
 
Table 4. Thermodynamic stability of free and immobilized β-galactosidase. 
Derivative ΔE 
55 °C 58 °C 60 °C 63 °C 
ΔG ΔH ΔS ΔG ΔH ΔS ΔG ΔH ΔS ΔG ΔH ΔS 
Free Gal 2.61 91.84 -0.11 -280.34 91.25 -0.14 -276.09 91.29 -0.16 -274.62 91.83 -0.18 -273.83 
Ibead-Gal 2.49 92.81 -0.24 -283.68 91.98 -0.27 -278.68 101.06 -0.28 -304.33 92.25 -0.31 -275.48 
Ibead-Ac-Gal 2.50 91.92 -0.23 -280.93 91.47 -0.25 -277.11 91.63 -0.27 -275.97 92.30 -0.29 -275.59 
Ibead-Glu-Gal 2.61 93.87 -0.12 -286.55 94.05 -0.15 -284.58 102.72 -0.16 -308.95 92.46 -0.19 -275.72 
Ea (kJ.mol-1); ΔG (kJ.mol-1); ΔH (kJ.mol-1); ΔS (J.mol-1.K-1). 
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3.5 Operational stability 
The reuse potential of immobilized β-galactosidase in the hydrolysis of lactose from 
solutions of lactose, permeate, cheese whey, and milk was examined (Fig. 5). The results 
showed that the immobilized preparations maintained approximately 50% of their initial 
activity after being reused five times in lactose solution and ten times in permeate. The 
recovered activity values of the Ibead-Gal, Ibead-Ac-Gal and Ibead-Glu-Gal in permeate 
hydrolysis after the 10th cycle were almost 30% higher than those in lactose solution. For cheese 
whey and milk, the enzyme operational stability of the three derivatives was higher, presenting 
approximately 40% of lactose hydrolysis after 15 cycles of reuse. Several researchers, such as 
Ansari and Husain [2011] and Ustok et al. [2010] have reported that galactose, one of the end 
products of the β-galactosidase-catalyzed hydrolysis of lactose, competitively inhibited enzyme 
activity. The same tendency was observed in the hydrolysis of lactose (graphs) and in the 
residual activity of the enzyme (tables). These results suggested that β-galactosidase 
immobilization on Immobead greatly enhances resistance against competitive inhibition by 
galactose. Pessela et al. [2007] studied the immobilization of a thermophilic β-galactosidase on 
Sepabead supports and verified that the process decreased the product inhibition effect, which 
was attributed to the higher inhibition constants of the immobilized enzyme. 
 
4. Conclusion 
 The immobilization of K. lactis β-galactosidase on Immobead revealed a stable 
enzyme-support interaction. The evaluated modifications to the Immobead (unmodified or 
modified with an acid solution or glutaraldehyde) confer different characteristics on the 
biocatalyst. The immobilization saturated the support surface with 100 mg of protein per g of 
Immobead, maintaining the higher yield and efficiency of the processes. The optimum pH and 
temperature of the enzyme did not alter after immobilization, but the thermal stability of all the 
derivatives was higher than that of the free enzyme. The kinetic parameters of the β-
galactosidase were impacted by the bond with the support. The enzyme showed great stability 
in the reusability assays in different substrate solutions and could be reused 15 times for lactose 
hydrolysis in milk and cheese whey, maintaining approximately 40% of its initial activity. 
These results show that β-galactosidase immobilization protocols on Immobead could serve to 




Fig. 5. Reusability of immobilized β-galactosidase for lactose hydrolysis. The activity determined during the first cycle was taken as the reference 
(100%) for the calculation of the remaining activity after each use. Lactose hydrolysis was performed in solutions of (A) lactose, (B) whey permeate, 
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A imobilização enzimática é uma técnica que viabiliza a utilização de enzimas, pois 
permite a recuperação, processos contínuos e facilidade na interrupção de reações catalíticas. 
O colágeno é uma proteína pouco solúvel, na sua forma natural organizada em fibras resistentes, 
e que possui diversos grupos funcionais, como -OH, -COOH, -CONH2 e -NH2, importantes 
para os processos de imobilização enzimática. O objetivo deste trabalho foi estudar o processo 
de imobilização da enzima β-galactosidase de Kluyveromyces lactis (Gal) em colágeno. Nos 
processos de imobilização foram empregados quatro diferentes tratamentos, utilizando 
alumínio (Collagen-Al), glutaraldeído (Collagen-Glu), ácido acético (Collagen-HAc) ou uma 
combinação das modificações com alumínio e glutaraldeído (Collagen-Al-Glu). Avaliou-se o 
efeito de diferentes cargas de enzima em relação à quantidade de colágeno (10 a 200 mg de 
proteína/g de suporte) nos parâmetros de rendimento e eficiência da imobilização. Os suportes 
modificados e as enzimas imobilizadas foram estruturalmente estudados através de análises 
termogravimétricas e espectroscopia de infravermelho. Os derivados, juntamente com a enzima 
livre, foram caracterizados quanto às condições operacionais de temperatura e pH e aos 
parâmetros cinéticos, e a enzima imobilizada foi aplicada na hidrólise da lactose presente no 
leite e no soro de queijo através da utilização de processos em batelada. Verificou-se que não 
houve redução significativa nos rendimentos de imobilização obtidos para as cargas de até 100 
mg de proteína/g de suporte, com rendimentos de 67,37; 74,22; 73,44 e 74,63% para Collagen-
Al-Gal, Collagen-Al-Glu-Gal, Collagen-HAc-Gal e Collagen-Glu-Gal, respectivamente. As 
condições ótimas de catálise não foram alteradas após a imobilização, sendo que as maiores 
atividades foram encontradas no pH 7,0 e na temperatura de 37 °C. Os derivados apresentaram 
um aumento na constante de Michaelis e uma redução na velocidade máxima de reação quando 
comparados à enzima livre. Todos os derivados após 17 ciclos de reuso na hidrólise da lactose 
presente no leite e no soro de queijo atingiram um percentual de hidrólise da lactose em torno 
de 50%. A β-galactosidase de Kluyveromyces lactis pode ser imobilizada em colágeno através 
dos tratamentos testados, apresentando condições catalíticas semelhantes à enzima livre. 
 







A enzima β-galactosidase, também chamada de lactase, vem sendo cada vez mais 
empregada na indústria de laticínios. Esse biocatalisador é empregado no desenvolvimento de 
produtos lácteos com baixos teores de lactose, além de contribuir para com as características 
sensoriais dos produtos lácteos. A enzima lactase pode ser obtida por diversas fontes, tais como 
microrganismos, plantas e animais. Devido às suas diferentes origens, essa enzima possui 
características diversas quanto às condições de hidrólise [Ladero et al., 2003; Zhang et al., 
2010]. 
Apesar de apresentarem excelentes perspectivas na catálise de reações, o emprego 
destes biocatalisadores na indústria é limitado, pois geralmente possuem um custo elevado e 
sua recuperação após a aplicação não é economicamente viável [López-Gallego et al., 2005]. 
O processo de imobilização de enzimas vem sendo um método de grande interesse proposto 
para superar essas limitações, uma vez que permite estabilizar a estrutura da enzima e, 
consequentemente, sua atividade catalítica [Grosová et al., 2008]. Esta técnica facilita a 
utilização das enzimas nos mais diversos processos industriais, pois permite a recuperação do 
biocatalisador, a reutilização do suporte, redução de custos com processos contínuos e 
facilidade na interrupção das reações enzimáticas. Em alguns casos, pode também melhorar o 
desempenho do biocatalisador e reduzir a inativação da enzima por influência da temperatura e 
outros constituintes do produto [Jochems et al., 2011; Krajewska, 2004].  
O suporte para imobilização deve ser inerte, biodegradável, de baixo custo e possuir 
grupos químicos na sua superfície que possam ser ativados ou modificados, permitindo a 
ligação da enzima sem desnaturá-la. Além disso, precisam ser quimicamente resistentes durante 
o processo de imobilização e às condições em que se realiza a reação [Mendes et al., 2011]. O 
colágeno é um polímero natural, facilmente obtido a partir de pele, ossos e tendões. Essa 
proteína é composta por três cadeias polipeptídicas com uma estrutura de tripla hélice [Song et 
al., 2011]. O colágeno é um tipo de material anfifílico maleável e, portanto é capaz de ajustar 
sua conformação quando ligado a outras estruturas químicas, que possuem diferentes 
propriedades hidrofílicas / hidrofóbicas [Liao et al., 2004]. Apesar de o colágeno já ter sido 
utilizado como suporte para diferentes enzimas, tais como catalase [Song et al., 2011], lisozima 
[Lu et al., 2007], β-galactosidase [Gennari et al., 2018] e naringinase [Ellenrieder e Daz, 1996], 
não foram encontrados relatos de sua aplicação como suporte para lactases obtidas a partir de 
leveduras. 
O presente trabalho estudou o processo de imobilização da enzima β-galactosidase de 
Kluyveromyces lactis (Gal) em colágeno tratado por diferentes compostos. O suporte foi 
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modificado utilizando ácido acético, glutaraldeído, alumínio, ou uma combinação dos métodos 
com alumínio e glutaraldeído. Após a imobilização a enzima foi caracterizada quanto as suas 
condições ótimas de catálise, avaliada quanto a sua cinética de reação e aplicada na hidrólise 
da lactose presente no leite e no soro de queijo através da utilização em processos em batelada. 
 
2 MATERIAL E MÉTODOS 
2.1 Ensaio de atividade enzimática 
A atividade da enzima β-galactosidase livre e imobilizada foi realizada pela 
determinação da concentração de o-nitrofenol (ortho-nitrophenol - ONP) na reação com o 
substrato cromogênio ortho-Nitrophenyl-β-galactoside (ONPG). 50 μL da enzima livre ou 
imobilizada foram incubados com 180 μL de ONPG (18 mM) e 270 μL de tampão fosfato de 
sódio (0,1 M pH 7,0). Depois de 2 min a reação foi parada pela adição de 1,5 mL do tampão 
carbonato de sódio (2 M, pH 9,8). O produto liberado foi determinado em espectrofotômetro a 
415 nm. Uma unidade de β-galactosidase é definida como a quantidade de enzima que libera 1 
μmol de o-nitrofenol (εm = 4500 L.mol
-1.cm-1) por minuto nas condições do ensaio. O teor de 
proteína foi determinado pelo método proposto por Bradford [1976]. 
 
2.2 Processos de modificação do colágeno 
A funcionalização do colágeno com ácido acético (Collagen-HAc) foi realizada 
através de uma adaptação do método descrito por Liao et al., [2004]. A partir disso, 1 g de 
colágeno foi suspenso em 30 mL de uma solução de ácido acético a 25% (v/v) e mantido a 25 
°C por 12 h a 150 rpm. Após esse processo foi realizada a separação do material por 
centrifugação (5000 rpm, 4 °C, 5 min), lavado três vezes com água ultrapura e uma vez com 
tampão fosfato de sódio (100 mM, pH 7,0 com 4 mM de MgCl2), para remoção do resíduo de 
ácido contido no suporte. 
O colágeno em pó foi modificado utilizando o agente de ligações cruzadas 
glutaraldeído (Collagen-Glu) utilizando o método adaptado de Mariotti et al., [2008]. Nesse 
processo 1 g de colágeno foi suspenso em 30 mL de uma solução de glutaraldeído a 5% (v/v), 
a mistura foi incubada a 25 °C durante 12 h a 150 rpm. A separação do colágeno foi realizada 
através da centrifugação (5000 rpm, 4 °C, 5 min) com posteriores lavagens com água ultrapura 
e tampão fosfato de sódio (100 mM, pH 7,0 com 4 mM de MgCl2).  
A modificação do suporte utilizando alumínio (Collagen-Al) foi realizada através de 
uma adaptação do método descrito por Lu et al., [2007], onde 1 g de colágeno em pó foi 
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adicionado em 60 mL de água ultrapura, a mistura permaneceu à temperatura ambiente durante 
18 h. O pH da água ultrapura foi pré-ajustado para 1,7-2,0 com ácido acético. Após esse período, 
foi feita a adição de 2,4 g de Al2(SO4)3 e o material foi mantido a 30 °C durante 4 h sob agitação 
de 150 rpm. Uma quantidade adequada de uma solução saturada de NaHCO3 foi gradualmente 
adicionada a fim de aumentar o pH da solução para 7,0. Concluída esta etapa, a mistura foi 
mantida a 40 °C durante mais 4 h a 150 rpm. Ao final da reação, o colágeno em pó foi separado 
por centrifugação (5000 rpm, 4 °C, 5 min) e lavado com tampão fosfato de sódio (100 mM, pH 
7,0 com 4 mM de MgCl2). 
No método de modificação onde foi realizada a combinação das técnicas com o 
alumínio e o glutaraldeído (Collagen-Al-Glu), inicialmente o colágeno foi modificado seguindo 
o método descrito para o Collagen-Al, e após foi realizada a adição de 30 mL de glutaraldeído 
(5 %, v/v), seguindo a técnica descrita para Collagen-Glu, e agitado por 12 h a 150 rpm. 
Posteriormente o suporte foi separado e lavado com tampão fosfato de sódio (100 mM, pH 7,0 
com 4 mM de MgCl2). 
 
2.3 Imobilização da β-galactosidase nos suportes modificados 
A imobilização foi realizada empregando o suporte colágeno após os quatro 
tratamentos (Collagen-HAc, Collagen-Glu, Collagen-Al e Collagen-Al-Glu). Os processos 
foram realizados adicionando 6 mL de uma solução de β-galactosidase (10-200 mg de proteína 
por grama de suporte) em tampão fosfato de sódio (1 M, pH 7,0 com 4 mM de MgCl2) em 50 
mg de cada suporte. As misturas foram mantidas a 25 °C, a 150 rpm por 24 h. Durante este 
período, coletas periódicas foram realizadas para acompanhar o rendimento e a eficiência da 
imobilização pela análise de atividade. A enzima imobilizada foi separada por centrifugação 
(5000 rpm, 4 °C, 5 min) e os derivados foram lavados duas vezes com tampão fosfato de sódio 
(100 mM, pH 7,0 com 4 mM de MgCl2). O rendimento e a eficiência dos processos foram 
calculados de acordo com Sheldon e Van Pelt [2013]. Após a determinação do rendimento e da 
eficiência de imobilização, a carga de proteína mais próxima a saturação do suporte em cada 
tratamento foi selecionada para caracterização. Os resultados dos parâmetros de imobilização 
foram avaliados através de análise de variância (Analysis of Variance -  ANOVA) e teste de 
Tukey para comparação de médias ao nível de 5% de significância, através do programa 
computacional BioEstat 5.0. 
 
2.4 Caracterização estrutural 
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As análises termogravimétricas (Thermogravimetric Analysis - TGA) dos suportes 
tratados e dos derivados obtidos foram realizadas empregando o equipamento marca Perkin 
Elmer, modelo 4000. Variação da temperatura foi de 25 °C até 550 °C com rampa de 
aquecimento de 5 ºC/min, com fluxo de gás nitrogênio 20 mL/min e uma pressão de gás de 3,4 
bar.  
Os suportes modificados e os derivados foram ainda caracterizados através de 
espectroscopia de infravermelho (Infrared Spectroscopy - IR) utilizando espectrofotômetro 
marca Shimadzu, modelo Iraffinity. 
 
2.5 Propriedades bioquímicas da enzima livre e imobilizada 
Os ensaios de pH operacional foram testados na faixa de 5,5 a 8,5 com temperatura 
fixa em 37 °C. Já a avaliação da temperatura operacional, foi realizada entre 4 e 55 °C no pH 
7,0. A atividade máxima da β-galactosidase em cada avalição foi definida como o controle 
(100%) para o cálculo da percentagem da atividade residual. 
A constante de Michaelis (KM) e a velocidade máxima de reação (Vmax) da enzima livre 
e das imobilizadas foram avaliadas realizando o ensaio de atividade enzimática com diferentes 
concentrações de ONPG (3-18 mM). Os dados foram determinados utilizando o modelo de 
Michaelis-Menten, e calculados através da linearização de Lineweaver Burk. 
A reutilização da enzima imobilizada na hidrólise da lactose foi determinada usando 
diferentes substratos lácteos (soro de queijo e leite desnatado) preparados a 5% (m/v) de lactose. 
As reações foram conduzidas em processos em batelada. Foram realizadas coletas da solução 
hidrolisada em diferentes intervalos de tempo para determinação do percentual de hidrólise da 
lactose, o qual avalia a estabilidade operacional da enzima imobilizada. O percentual de 
hidrólise foi calculado através da análise de glicose utilizando um kit de glicose oxidase Labtest 
(Minas Gerais, Brasil). 
 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
3.1 Caracterização estrutural  
Os espectros de infravermelho dos suportes modificados e dos derivados são 
apresentados nas Figuras 1A e 1B. A molécula de colágeno com estrutura de hélice tripla possui 
bandas de absorção características em torno de 1660, 1550 e 1240 cm-1, que representam as 
bandas de amônia I, II e III de colágeno, respectivamente [Ku et al., 2007]. Ambas as bandas 
amida I e II do colágeno podem ser claramente observadas antes (Figura 1A) e após (Figura 
95 
 
1B) a imobilização, o que implica que a estrutura secundária de colágeno foi preservada [Song 
et al., 2011]. Já a banda de adsorção de amida III em ~1250 cm-1 que corresponde aos 
componentes de vibrações de estiramento C-N e N-H fica sobreposta após a imobilização. Outra 
alteração no espectro é observada com o aumento da banda entre 3100 e 3700 cm-1, a qual pode 
ser atribuída à água adsorvida ao suporte [Jitianu et al., 2002]. 
 
 
Figura 1. Características estruturais dos suportes modificados (Collagen-Al, Collagen-Al-Glu, 
Collagen-HAc e Collagen-Glu) e dos derivados (Collagen-Al-Gal, Collagen-Al-Glu-Gal, 
Collagen-HAc-Gal e Collagen-Glu-Gal) através (A e B) dos espectros de infravermelho e (C e 
D) das curvas de TGA. 
 
Os termogramas dos suportes modificados (Figura 1C) mostram que a perda de água é 
de cerca de ~12% entre 100 °C e 150 °C em todos os tratamentos. Observa-se que a utilização 
do alumínio na modificação do colágeno proporcionou maior resistência ao aquecimento 
quando comparado aos demais tratamentos. O segundo estágio de perda de massa ocorreu 
aproximadamente em 250 °C, o que pode ser relacionado à degradação térmica das cadeias 
poliméricas do colágeno [Mitra et al., 2013]. Após a imobilização (Figura 1D), observa-se nos 
derivados Collagen-HAc-Gal e Collagen-Glu-Gal um terceiro estágio de perda de massa, 
provavelmente relacionado à carbonização do material polimérico [Fernandes et al., 2011]. Já 
em Collagen-Al-Gal e Collagen-Al-Glu-Gal essa perda também ocorre, porém de forma mais 
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suave. Todos os derivados apresentaram mais de 40% de massa de resíduo após seu 
aquecimento até 750 °C. 
 
3.2 Propriedades bioquímicas da enzima livre e imobilizada 
A enzima β-galactosidase de Kluyveromyces lactis foi imobilizada em colágeno 
submetido a quatro diferentes tratamentos: ácido acético (Collagen-HAc), glutaraldeído 
(Collagen-Glu), alumínio (Collagen-Al) e uma combinação dos tratamentos com alumínio e 
glutaraldeído (Collagen-Al-Glu). Os resultados de rendimento e eficiência destes processos 
estão apresentados na Tabela 1. 
 
Tabela 1. Resultados dos parâmetros de imobilização da β-galactosidase de Kluyveromyces 
lactis em diferentes preparações de colágeno. 
Carga (mg de 
proteína/g 
suporte) 






































































































Letras maiúsculas iguais na mesma linha indicam que o parâmetro de imobilização é estatisticamente igual (p 
<0,05) para os diferentes tratamentos. Letras minúsculas iguais na mesma coluna indicam que o parâmetro de 
imobilização é estatisticamente igual (p <0,05) para as diferentes cargas proteicas.  
Rend = rendimento; Efic = eficiência. 
 
Verifica-se que nos quatro tratamentos do colágeno, conforme a carga de proteína foi 
aumentada, houve uma redução nos rendimentos de imobilização. Além disso, pode-se observar 
que em cargas de proteína de até 100 mg de proteína por grama de suporte os rendimentos não 
apresentaram redução significativa (p<0,05). A eficiência de todos os processos não reduziu 
apesar do aumento da carga de 10 para 100 mg de proteína. Entretanto, foi observada uma 
redução quando 200 mg de proteína foram usadas no derivado Collagen-Al-Glu-Gal. Estas 
diferenças não significativas (p<0,05) nos resultados de eficiência nas cargas de até 100 mg em 
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cada tratamento indicam que, apesar da superfície do colágeno estar preenchida com as 
moléculas de enzima, estas não se aglomeram de forma a bloquear os sítios de ligação, uma vez 
que as enzimas permanecem ativas após a imobilização [Wang et al., 2008]. 
As eficiências maiores que 100% encontradas no derivado Collagen-HAc-Gal podem 
ser atribuídas a natureza da imobilização. Uma vez que nesse tratamento o ácido acético foi 
utilizado para remoção dos resíduos de minerais presentes no suporte, a estrutura do colágeno 
pode se apresentar mais maleável que nos demais tratamentos, e dessa forma não prejudicar a 
estrutura tridimensional da enzima [Liao et al., 2004]. O fenômeno da hiper-ativação da enzima 
após o processo de imobilização também foi verificado por Križnik et al. [2018], que estudaram 
o processo de imobilização da β-galactosidase de Aspergillus oryzae em nanopartículas 
magnéticas funcionalizadas com amino-organosilanos e quitosana. Os autores atribuíram o 
aumento da atividade às mudanças conformacionais na proteína sob a forma de agregados após 
a imobilização. 
Uma vez que não foram observadas reduções significativas (p<0,05) nos parâmetros 
de imobilização até a carga proteica de 100 mg de proteína, esta foi selecionada para todos os 
tratamentos e estes derivados foram caracterizados. As propriedades catalíticas da enzima livre 
e imobilizada foram estudadas em diferentes pHs e temperaturas (Figura 2). 
Todos os derivados mostraram o mesmo pH ótimo que a enzima livre, deste modo a 
máxima atividade foi encontrada em pH 7,0. Entretanto, verificou-se que o tratamento com 
glutaraldeído em Collagen-Al-Glu-Gal e Collagen-Glu-Gal, resultou em uma redução da 
sensibilidade da enzima no pH 6,5. A estabilidade da enzima foi reduzida de forma acentuada 
em meios com pH menores ou igual a 6, enquanto os derivados ainda mantinham em torno de 
60% de sua atividade inicial nesta mesma condição. Já em relação à temperatura, o perfil de 
comportamento da enzima livre praticamente não foi alterado após a imobilização, sendo o 
valor ótimo de ~37 °C. Resultados semelhantes foram reportados por Ansari e Husain [2012]. 
Nesse estudo, a enzima β-galactosidase de Aspergillus oryzae foi imobilizada em Celite 545 
utilizando concanavalina como agente de ligações cruzadas. Os autores verificaram que a 
imobilização não alterou as condições ótimas da enzima, entretanto, da mesma forma que no 






Figura 2. Efeito do pH (A) e da temperatura (B) de reação da β-galactosidase livre e 
imobilizada. Free Gal (), Collagen-Al-Gal (), Collagen-Al-Glu-Gal (), Collagen-HAc-
Gal () e Collagen-Glu-Gal (). 
 
Os parâmetros cinéticos representados pela constante de Michaelis (KM), velocidade 
máxima de reação (Vmax), constante catalítica (kcat) e constante de especificidade catalítica da 
enzima livre e dos derivados estão apresentados na Tabela 2. 
 
Tabela 2. Parâmetros cinéticos da β-galactosidase livre e dos quatro derivados produzidos a 











Free Gal 9,83 ± 1,30 86,13 ± 6,53 933,78 52,59 
Collagen-Al-Gal 25,88 ± 0,87 71,13 ± 4,26 734,06 28,36 
Collagen-Al-Glu-Gal 18,27 ± 1,25 47,53 ± 3,67 581,07 31,81 
Collagen-HAc-Gal 23,69 ± 2,39 55,56 ± 3,12 466,32 19,69 
Collagen-Glu-Gal 22,02 ± 1,25 66,19 ± 4,21 737,40 33,49 
 
Os parâmetros cinéticos da enzima livre e imobilizada foram determinados 
separadamente através da reação com ONPG. Os maiores valores de afinidade enzima/substrato 
e velocidade máxima de reação foram encontrados para a enzima livre, enquanto que cada 
tratamento resultou em diferentes comportamentos. O tratamento do colágeno com 
glutaraldeído em Collagen-Al-Glu-Gal e Collagen-Glu-Gal, parece ter um menor impacto na 
afinidade da enzima com o substrato. Isso pode ser atribuído às longas cadeias adicionadas após 
o uso deste agente, que permite que o substrato se aproxime do sítio ativo da enzima sem 
grandes bloqueios estéricos [Jiang et al., 2000]. Em relação ao derivado Collagen-Al-Gal, 
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apesar do quelato formado pelo alumínio resultar na maior redução de afinidade, este método 
de imobilização não apresentou impacto na Vmax, a qual apresentou os maiores valores entre os 
derivados. A kcat da Free Gal foi superada por três dos quatro derivados. Entretanto, a maior 
eficiência na conversão do substrato em produto (avaliada pela constante de especificidade 
catalítica) foi obtida para a enzima livre. 
No estudo de Maugart et al. [2003], a β-galactosidase de Kluyveromyces lactis foi 
imobilizada em Duolite A-568 para aumentar a síntese de galacto-oligossacarídeos. No entanto, 
os parâmetros cinéticos do derivado apresentaram grande variação. Não só o KM da enzima 
imobilizada aumentou mais de 6 vezes (4.1 mM à 26.6 mM), mas também o Vmax da enzima 
imobilizada diminuiu 45 vezes (2060 para 45 mmol pNP min−1 ml−1) em comparação com a 
sua forma solúvel. Esta atividade catalítica reduzida pode ser atribuída a vários fatores, tais 
como mudanças de conformação proteica induzidas pelo suporte, impedimentos estéricos e 
efeitos difusórios. Estes fatores podem atuar simultaneamente ou separadamente, alternando o 
microambiente em torno da enzima imobilizada [Bayramoglu et al., 2007]. 
A Figura 3 apresenta os resultados da estabilidade operacional da enzima imobilizada 
na hidrólise da lactose presente em soluções de leite e soro de queijo. 
Pode-se observar que com todos os derivados após 17 ciclos de reuso, a enzima manteve 
seu percentual de hidrólise da lactose em torno de 50%. A perda de atividade, observada pela 
redução no percentual de hidrólise da lactose, pode ser atribuída à dificuldade da transferência 
do substrato pelo acúmulo de produto [Valerio et al., 2013]. Além disso, a perda de massa do 
derivado enzimático durante o procedimento de lavagem em cada ciclo pode ser relacionada a 
essa redução. Não foi observado diferença na reusabilidade da enzima imobilizada entre os 
diferentes tratamentos, demonstrando que o protocolo de modificação do suporte não afetou a 
estabilidade dos derivados. 
Estabilidade semelhante à observada na aplicação da enzima foi relatada por Güleç 
[2013], que imobilizou a enzima β-galactosidase de Kluyveromyces lactis em superfícies de 
membrana polimérica. O autor modificou o suporte (membranas de acetato de celulose) 
utilizando polimerização por plasma de etilenodiamina e enriquecimento da quantidade de 
grupos amino através da polietilenoimina. As enzimas imobilizadas em ambos os tratamentos 
foram sucessivamente reutilizadas na hidrólise da lactose durante cinco ciclos a 25 °C e os 





Figura 3. Reusabilidade da enzima β-galactosidase de Kluyveromyces lactis em colágeno. A 
hidrólise da lactose usando as β-galactosidases imobilizadas foi realizada em uma solução de 
leite (A) e soro de queijo (B), ambos preparados a 5% de lactose. () Collagen-Al-Gal; () 
Collagen-Al-Glu-Gal; () Collagen-HAc-Gal; () Collagen-Glu-Gal. 
 
4 CONCLUSÃO 
Nesse estudo a enzima β-galactosidase comercial de Kluyveromyces lactis foi 
imobilizada em colágeno em pó. Os quatro tratamentos químicos realizados no suporte 
apresentaram rendimentos e eficiências semelhantes até a carga de 100 mg de proteína/g de 
suporte. As condições operacionais da enzima livre e imobilizada não apresentaram diferença, 
sendo que os valores ótimos de pH e temperatura foram de 7,0 e 37 °C, respectivamente. Os 
derivados apresentaram uma redução na velocidade máxima de reação e na afinidade com o 
substrato. Entretanto, estes apresentaram alta estabilidade nos ensaios de reusabilidade da 
enzima, hidrolisando em torno de 50% de lactose após 17 reusos. A partir disso, mostrou-se 
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A celulose é um dos polímeros mais abundantes da terra, podendo ser obtida de 
diversas fontes. Estruturalmente, apresenta na sua superfície uma série de grupos hidroxila que 
são capazes de reações químicas com outros materiais. A aplicação industrial desse 
polissacarídeo na forma de nanocristais ou nanofibras vem ganhando interesse, uma vez que 
possibilita a melhora de propriedades físicas e mecânicas de outros materiais. A nanocelulose 
pode ainda ser empregada como suporte para imobilização de enzimas, visando reduzir algumas 
desvantagens da utilização desses biocatalisadores em indústrias, principalmente em relação à 
sua estabilidade e reutilização. A enzima β-galactosidase é aplicada na indústria de laticínios 
no desenvolvimento de produtos com teores reduzidos ou isentos de lactose, entretanto seu alto 
custo e dificuldade de separação do meio reacional, limitam sua aplicação. Dessa forma, esse 
trabalho descreve um processo de obtenção de celulose nanocristalina (CN), através de hidrólise 
ácida ou alcalina da celulose microcristalina, que foi posteriormente ligada à nanopartículas 
magnéticas e utilizada como suporte para imobilização das β-galactosidases de Aspergillus 
oryzae e Kluyveromyces lactis. A hidrólise da celulose foi estudada por via ácida, utilizando 
HCl, e por via alcalina, com NaOH. As nanopartículas magnéticas foram sintetizadas a partir 
dos óxidos de Fe2+ e Fe3+. O processo de imobilização avaliou, além das diferentes cargas de 
enzima, o efeito do uso do tripolifosfato no rendimento e na eficiência. Os derivados e a enzima 
livre foram caracterizados quanto as suas condições ótima de pH e temperatura, parâmetros 
cinéticos e reusabilidade na hidrólise da lactose presente no permeado e no soro de queijo 
utilizando reatores em batelada. Foi possível imobilizar 100 mg de proteína/g de suporte 
mantendo rendimentos acima de 93% para a β-galactosidase de A. oryzae e 78% para a β-
galactosidase de K. lactis. Os valores de temperatura e pH ótimos para a enzima de A. oryzae 
ficaram entre 4,5 a 4,8 e 58 a 63 °C, respectivamente. Para a enzima de levedura, o pH ótimo 
foi de 6,5 e a temperatura ficou entre 40 e 43 °C.  Em relação aos parâmetros cinéticos, a 
afinidade, o Vmax e o kcat dos derivados foram reduzidos após a imobilização. As enzimas 
imobilizadas puderam ser aplicadas na hidrólise da lactose presente no permeado e soro de 
queijo por 30 vezes, e ainda atingiram percentuais de hidrólise maiores que 50%. A 
imobilização das β-galactosidases em nanocelulose magnética apresenta-se como uma 
altenativa para aplicação industrial, uma vez que seus derivados possuem condições catalíticas 
amenas e facilidade de separação do meio reacional. 
 




A celulose é um biomaterial renovável, que vêm sendo estudado nas mais diversas 
abordagens práticas. É um dos polímeros mais abundantes da terra, podendo ser obtida de 
diversas fontes, tais como madeira, algodão e outros materiais à base de plantas [Siró e Plackett, 
2010]. A celulose é quimicamente inerte e não apresenta toxidez, o que facilita sua aplicação 
em conjunto com outros biomateriais. Sua estrutura química possue características hidrofílicas 
e hidrofóbicas, e esse polissacarídeo ainda apresenta na sua superfície uma série de grupos 
hidroxila que são capazes de reações químicas com outros materiais [Czaja et al., 2007]. Os 
derivados de celulose, como a carboximetilcelulose (CMC), o acetato de celulose (AC) e a 
celulose microcristalina (CM), são de baixo custo, biodegradáveis e biocompatíveis, e portanto, 
têm despertado o interesse de indústrias químicas e biológicas para diversas aplicações [Zhu et 
al., 2006]. 
Com o avanço recente da nanotecnologia, vários tipos de materiais com tamanho 
nanométrico, tais como nanopartículas metálicas, nanotubos de carbono, nanofibras e 
nanocelulose, tem sido utilizados para melhorar as propriedades físicas e mecânicas de 
biopolímeros [Rhim et al., 2013, Adsul et al., 2012]. Diversas técnicas são estudadas para 
preparação destes materiais, podendo ser através de sínteses, como por exemplo para a 
produção de nanopartículas magnéticas, ou de hidrólises ácidas ou alcalinas, para a obtenção 
de nanofibras ou nanocelulose [Reddy e Rhim, 2014, Yu et al., 2014]. 
A imobilização de enzimas é um processo biotecnológico empregado para reduzir 
algumas desvantagens da utilização de enzimas em indústrias, principalmente em relação a sua 
instabilidade em faixas diferentes de suas condições ótimas (pH e temperatura) e a difícil 
recuperação e reutilização destes biocatalisadores [Gupta et al., 2009; Torres et al., 2013]. No 
entanto, apesar de diversos métodos de imobilização já terem sido estudados, ainda há uma 
busca constante por materiais que sejam de baixo custo, inertes, estáveis, acessíveis, resistentes 
à força mecânica e biocompatíveis sem comprometer a estrutura proteica [Talekar et al., 2013; 
Sirisha et al., 2016]. 
A β-galactosidase ou lactase (β-d-glicopiranosil-(1→4)-d-glicopiranose) é uma enzima 
utilizada principalmente na indústria de laticínios, pois catalisa a conversão da lactose nos seus 
açúcares correspondentes, glicose e galactose [Puri et al., 2010]. As principais β-galactosidases 
industriais são derivadas de Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Aspergillus niger e 
Aspergillus oryzae [Zhou e Chen, 2001]. Essa enzima é amplamente aplicada no 
desenvolvimento de produtos com teores reduzidos ou isentos de lactose, visando seu consumo 
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por indivíduos incapazes de hidrolisar esse açúcar [Harju et al., 2012]. A lactase tem sido 
imobilizada em suportes orgânicos e inorgânicos pelas técnicas de adsorção, encapsulamento e 
ligação covalente [Haider et al., 2009; Neri et al., 2008; Grosova et al., 2008; Bayramoglu et 
al., 2007]. Entretanto, até a presente data não foram encontrados relatos envolvendo o processo 
de imobilização da β-galactosidase em nanocelulose ligada a partículas magnéticas.  
Nesse trabalho, descrevemos um processo de obtenção de celulose nanocristalina (CN), 
através de hidrólise ácida ou alcalina, posteriormente ligada à nanopartículas magnéticas, e 
utilizada como suporte para imobilização das β-galactosidases de Aspergillus oryzae e 
Kluyveromyces lactis. A nanocelulose obtida nas duas diferentes hidrólises foi ligada à 
nanopartículas magnéticas carregadas positiva ou negativamente. Cada uma das β-
galactosidases imobilizadas nas duas preparações de nanocelulose-partículas magnéticas foi 
avaliada quanto as suas condições ótimas de reação, pH e temperatura, e aos seus parâmetros 
cinéticos. Além disso, sua estabilidade operacional foi avaliada na hidrólise da lactose presente 
no soro de queijo e no permeado de soro utilizando processos em batelada.  
 
2 MATERIAL E MÉTODOS 
2.1 Atividade enzimática das β-galactosidases  
A determinação da atividade da enzima β-galactosidase foi realizada utilizando o 
substrato cromatogênio ortho-Nitrophenyl-β-galactoside (ONPG). Para análise da atividade 
enzimática, uma alíquota de 50 μL (enzima livre ou imobilizada) foi adicionada a 180 μL de 
ONPG (18 mM) e 270 μL de tampão acetato de sódio 0,1 M pH 4,5 (para as reações com a 
enzima de Aspergillus oryzae) ou fosfato de sódio 0,1 M pH 7,0 (para a enzima de 
Kluyveromyces lactis). A reação foi realizada durante 2 minutos na temperatura ótima de cada 
enzima (55 °C para A. oryzae ou 37 °C para K. lactis). O o-nitrofenol (ortho-nitrophenol - ONP) 
liberado foi determinado em espectrofotômetro com um comprimento de onda de 415 nm. Uma 
unidade de β-galactosidase é definida como a quantidade de enzima que libera 1 μmol de o-
nitrofenol (εm = 4500 L.mol
-1.cm-1) por minuto nas condições do ensaio. O teor de proteína foi 
determinado pelo método proposto por BRADFORD [1976]. 
 
2.2 Preparação da nanocelulose-nanopartículas magnéticas 
Para a hidrólise ácida da celulose, 10 g de celulose microcristalina foram misturadas 
com 250 mL de uma solução de HC1 6 M e posteriormente aquecida a 90 °C sob agitação 
contínua. A reação foi mantida por 90 min, e ao final a suspensão foi imersa em banho de gelo 
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para interromper a reação. A celulose hidrolisada foi separada por centrifugação (5000 rpm, 4 
°C, 5 min) e lavada com água ultra pura até a mistura atingir o pH neutro. Ao final, o material 
foi reconstituído na concentração de 25 mg de celulose por mL de água ultrapura, e armazenado 
à 4 °C até seu uso futuro. 
A hidrólise alcalina da celulose foi realizada adicionando 10 g de celulose 
microcristalina em 200 mL de solução de NaOH 7% (m/v) e ureia 12% (m/v). A mistura foi 
agitada por 30 min a 25 °C, e em seguida, mantida a -18 °C por 15 h. Após esta etapa, a mistura 
foi homogeneizada por 10 min em agitador magnético, e a reação foi parada com a adição de 
1000 mL de água ultra pura. O material obtido foi separado por centrifugação (5000 rpm, 4 °C, 
5 min) e lavada de 6 a 7 vezes com água ultra pura para remoção da ureia e do NaOH e reduzir 
o pH para ~7. A nanocelulose foi estocada em solução aquosa na concentração de 25 mg/mL. 
As nanopartículas magnéticas (PM) foram sintetizadas utilizando o método de co-
precipitação química [Jiang et al., 2012]. Os óxidos de ferro (FeCl3.6 H2O; 4,2 g e FeCl2.4 H2O; 
2,16 g) foram dissolvidos em 200 mL de água ultra pura sob atmosfera de nitrogênio e agitação 
constante. A mistura foi incubada a 85 °C por 5 min e após 40 mL de NH4OH P.A. foram 
adicionados. A reação ocorreu por 12 h sob agitação magnética e após as nanopartículas foram 
coletadas por centrifugação (5000 rpm, 4 °C, 5 min) e lavadas 4 vezes com água ultra pura. As 
NPM foram secas em estufa a vácuo a 50 °C e -10 mm Hg. 
Para a ligação da nanocelulose obtida a partir da hidrólise ácida (H-CN) às 
nanopartículas magnéticas, 16 mL de H-CN (25 mg/mL) foram misturadas com 100 mg de 
NPM, 8 mL de HCl 0,1 M e 25 mg de tripolifosfato de sódio (TPP). A mistura foi mantida em 
banho de ultrassom (25 kHz) por 4 h a 25 °C. Ao final, as H-CN-PM-TPP foram separadas por 
centrifugação (5000 rpm, 4 °C, 5 min), lavadas e estocadas com água deionizada até o processo 
de imobilização. O mesmo procedimento de ligação da celulose com as nanopartículas também 
foi realizado sem a presença do TPP, gerando as H-CN-PM. 
A ligação da nanocelulose proveniente da hidrólise alcalina (OH-CN) às nanopartículas 
magnéticas foi realizada misturando 16 mL de OH-CN (25 mg/mL) com 100 mg de NPM, 8 
mL de NaOH 0,1 M e 25 mg de tripolifosfato de sódio (TPP). A mistura foi mantida em banho 
de ultrassom (25 kHz) por 4 h a 25 °C. Ao final, as OH-CN-PM-TPP foram separadas por 
centrifugação (5000 rpm, 4 °C, 5 min), lavadas e estocadas com água deionizada até o processo 
de imobilização. Da mesma forma, a ligação da nanocelulose (OH-CN) com as nanopartículas 




2.3 Imobilização da β-galactosidase 
Os processos de imobilização foram realizados da mesma forma utilizando as H-CN-
NP-TPP, H-CN-PM, OH- CN-NP-TPP e OH- CN- PM e ambas as enzimas β-galactosidases.  
A imobilização com a β-galactosidase de A. oryzae foi realizada incubando 6 mL de 
solução enzimática (10-200 mg de proteína por grama de suporte) em tampão acetato de sódio 
(100 mM pH 4,5) com 100 mg de cada uma das preparações. A mistura foi mantida sob agitação 
de 150 rpm a 25 °C por 3 h, e alíquotas do sobrenadante foram coletadas em intervalos de tempo 
para avaliação do rendimento do processo. Ao final, os derivados foram separados por 
centrifugação (5000 rpm, 4 °C, 5 min), lavados com tampão acetato de sódio (100 mM pH 4,5) 
para remoção da enzima não ligada, e mantidos no mesmo tampão para posterior avaliação. 
Já o processo com a β-galactosidase de K. lactis foi realizado incubando 6 mL de solução 
enzimática (10-200 mg de proteína por grama de suporte) em tampão fosfato de sódio (1 M pH 
7,0 com 4 mM de MgCl2) com 100 mg de cada uma das preparações. A mistura foi mantida 
sob agitação de 150 rpm a 25 °C por 24 h, e alíquotas do sobrenadante foram coletadas em 
intervalos de tempo para avaliação do rendimento da imobilização. Ao final, os derivados foram 
separados por centrifugação (5000 rpm, 4 °C, 5 min), lavados com tampão fosfato de sódio 
(100 mM pH 7,0 com 4 mM de MgCl2) para remoção da enzima não ligada, e mantidos no 
mesmo tampão para posterior avaliação. 
Os processos de imobilização foram avaliados quanto a sua eficiência e rendimento, de 
acordo com Sheldon e Van Pelt [2013]. 
 
2.4 Caracterização dos derivados 
As condições ótimas do pH da catálise da enzima livre e das imobilizadas foram 
investigadas variando o pH de 4,5 a 5,5 com temperatura fixa em 55 °C (para a β-galactosidase 
de A. oryzae) e variando de 6,5 a 7,5 com temperatura fixa em 37 °C (para a enzima de K. 
lactis). Para verificar a temperatura operacional da enzima livre e imobilizada, o pH foi mantido 
no valor ótimo para cada enzima segundo a literatura (4,5 e 7,0; para A. oryzae e K. lactis, 
respectivamente) e a temperatura foi variada de 30 a 65 °C. 
Os parâmetros cinéticos da enzima livre e imobilizada foram determinados com base no 
modelo de Michaelis-Menten, utilizando a linearização de Lineweaver Burk. Nessa etapa o 
ensaio de atividade enzimática foi realizado com variação na concentração do substrato de 3 a 
18 mM de ONPG. 
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A reusabilidade da enzima imobilizada foi avaliada através de testes de hidrólise em 
reatores em batelada utilizando soluções de permeado e de soro de queijo, ambas reconstituídas 
a 5% (m/v) de lactose. O percentual de conversão de lactose foi monitorado com ensaios de 
quantificação de glicose, através do kit de Glicose (BioLiquid), visando verificar a concentração 
de glicose no meio após cada ciclo de reutilização. 
 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
A celulose microcristalina foi submetida a duas reações de hidrólise, uma em meio ácido 
(H) e outra em alcalino (OH) (Figura 1). Posteriormente a NC foi ligada à nanopartículas 
magnéticas (PM). A utilização do tripolifosfato como agente reticulante também foi avaliada 
em cada processo. 
 
 
Figura 1. Esquema dos processos de hidrólise da celulose por via ácida e alcalina. 
 
A Figura 2 apresenta a quantidade de proteína imobilizada em cada tratamento a partir 
das diferentes concentrações oferecidas (10 a 200 mg/g suporte) da β-galactosidase de A. 
oryzae. Foi possível observar que nas concentrações oferecidas de proteína de até 100 mg, 
praticamente toda a enzima foi imobilizada independentemente do tipo de hidrólise. Nos 
derivados com a celulose obtida pela hidrólise ácida (Figuras 2A e 2B), a imobilização ocorreu 
de forma mais rápida, alcançando rendimentos próximos aos seus máximos após 
aproximadamente 40 min. Já os derivados formados com a celulose hidrolisada com NaOH 
(Figuras 2C e 2D), levaram em torno de 120 min para alcançarem os mesmos valores. Para a 
carga oferecida de 200 mg de proteína, apenas 52,53% da enzima foi imobilizada. As 
eficiências dos derivados com a enzima obtida do fungo filamentoso foram de 96,45; 98,34; 
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Figura 2. Quantidade de proteína imobilizada com diferentes cargas da β-galactosidase de 
Aspergillus oryzae em (A) H-CN-PM-Ao, (B) OH-CN-PM-Ao, (C) H-CN-PM-TPP-Ao e (D) 
OH-CN-PM-TPP-Ao. () 10 mg de proteína, () 50 mg de proteína, () 100 mg de proteína 
e () 200 mg de proteína. 
 
As curvas de imobilização com as diferentes cargas de proteína da β-galactosidase de 
K. lactis (Figura 3) foram testadas com concentrações de proteína de 10-200 mg/g suporte. De 
forma semelhante ao verificado com a enzima de A. oryzae, nos derivados com a CN obtida por 
via ácida a imobilização ocorreu mais rapidamente. Entretanto, os rendimentos máximos só 
foram alcançados após 24 h de processo. A carga com 200 mg de proteína não foi 
completamente imobilizada neste período, apresentando rendimentos em torno de 40%. Já 
utilizando a metade desta quantidade de proteína, os rendimentos dos quatro derivados ficaram 
entre 78 e 83%, enquanto que as eficiências foram acima de 96%. Além disso, observa-se que 






Figura 3. Quantidade de proteína imobilizada com diferentes cargas da β-galactosidase de 
Kluyveromyces lactis em (A) H-CN-PM-Kl, (B) OH-CN-PM-Kl, (C) H-CN-PM-TPP-Kl e (D) 
OH-CN-PM-TPP-Kl. () 10 mg de proteína, () 50 mg de proteína, () 100 mg de proteína 
e () 200 mg de proteína. 
 
Os resultados de rendimento e eficiências foram superiores aos relatados por Rahman 
et al. [2016], que imobilizaram uma nova esterase em celulose ligada à nanopartículas 
magnéticas. Os autores avaliaram a imobilização utilizando uma carga de 10 mg de proteína, e 
após 12 h, o rendimento e eficiência obtidos foram de ~60 e ~75%, respectivamente. 
Provavelmente os processos de hidrólise da nanocelulose avaliados neste estudo foram os 
responsáveis por possibilitar a imobilização de 10x mais proteína do que o trabalho citado. 
Provavelmente a diferença no tempo de imobilização observada para a mesma enzima 
nos diferentes tratamentos de hidrólise pode estar atribuída à estrutura final da CN em cada 
processo. A nanocelulose foi obtida através das hidrólises (ácida ou alcalina) das ligações 
α(1→4), ou ainda por reações de β-eliminação. A primeira reação (hidrólise ácida) ocorreu 
através de despolimerização (diminuição do tamanho da cadeia polimérica), o qual ocorreu 
devido a temperatura empregada e o uso do meio ácido, levando à hidrólises das ligações α 
(1→4) da celulose [Singthong et al., 2004]. Na β-eliminação (hidrólise alcalina), o hidrogênio 
mais ácido da molécula de celulose é atacado pelo íon hidróxido, resultando na transferência 
eletrônica e levando à ruptura da ligação glicosídica e à formação de dupla ligação conjugada 
[Canteri et al., 2012]. 
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A partir dos resultados obtidos nas curvas de imobilização, somente os derivados que 
não continham TPP foram submetidos aos testes de caracterização. Para a caracterização das 
condições catalíticas, a carga de proteína de 100 mg/g de suporte foi a selecionada para a 
continuação do trabalho. 
Em relação às condições ótimas de catálise (Tabela 1), enquanto que a hidrólise ácida 
não resultou em alteração no pH ótimo da β-galactosidase de A. oryzae, sua temperatura 
operacional passou a ser 5 °C mais elevada. Já quando essa mesma enzima foi imobilizada com 
a celulose hidrolisada pelo álcali, ambos pH e temperatura ótimos foram alterados. A enzima 
de K. lactis se mostrou menos susceptível a mudanças operacionais, sendo que seu pH ótimo 
não foi alterado em nenhum dos dois processos, e só em um deles a temperatura foi aumentada. 
As alterações nas condições ótimas podem ser atribuídas às diversas interações da enzima com 
a celulose, principalmente através de ligações de hidrogênio [Bayramoglu et al., 2011; Jordan 
et al., 2011]. Resultados semelhantes foram reportados por Cao et al. [2016], que imobilizaram 
uma lipase de Pseudomonas cepacia em nanocristais magnéticos de celulose. Foi verificada 
uma pequena alteração nas condições ótimas de pH (6,0 para 6,5) e temperatura (35 para 40 
°C) após a imobilização. 
 
Tabela 1. Condições catalíticas ótimas de pH e temperatura, e parâmetros cinéticos das β-
galactosidases imobilizadas em celulose. 
Derivados 





(min-1) pH Temperatura (°C) 
Free Gal-Ao 4,5 58,0 5,82 ± 0,68 50,47 ± 4,78 8,66 
H-CN-PM-Ao 4,5 63,0 5,33 ± 0,73 39,31 ± 3,82 7,38 
OH-CN-PM-Ao 4,8 60,0 7,55 ± 0,68 31,06 ± 2,83 4,12 
Free Gal-Kl 6,5 40,0 9,65 ± 1,22 18,48 ± 2,25 1,92 
H-CN-PM-Kl 6,5 40,0 10,97 ± 2,64 17,28 ± 3,82 1,58 
OH-CN-PM-Kl 6,5 43,0 13,73 ± 1,26 17,69 ± 0,18 1,29 
 
A constante de Michaelis (KM) apresentada na Tabela 1 demonstra que a afinidade da 
enzima pelo substrato praticamente não foi afetada nos derivados com a H-NC, e foi levemente 
reduzida quanto a enzima imobilizada na OH-CN foi empregada. A velocidade máxima de 
reação, por sua vez, foi reduzida para os derivados da enzima de A. oryzae 22 e 38 % para H-
CN-PM-Ao e OH-CN-PM-Ao, respectivamente. Quanto à β-galactosidase de K. lactis, tanto os 
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valores de Vmax quanto os da kcat permaneceram iguais aos da enzima livre. Estudando um novo 
processo de imobilização da β-galactosidase de K. lactis, Song et al. [2012] montaram um 
microreator com a enzima imobilizada em nanotubos de carbono utilizando diferentes 
abordagens. Os autores verificaram que a afinidade da enzima com o substrato e a velocidade 
máxima de reação não foram alteradas após a imobilização. Esses resultados são similares aos 
do presente estudo, e demonstram que nos casos estudados não houveram problemas de 
transferência de massa pelo sistema, provavelmente em função do uso de um suporte 
nanométrico [Matsuno et al., 2007]. 
A reusabilidade das enzimas imobilizadas foi avaliada em soluções de permeado de soro 
e soro de queijo (Figura 3). 
 
 
Figura 3. Estabilidade operacional das β-galactosidases de A. oryzae e K. lactis imobilizadas 
em nanocelulose. A hidrólise da lactose usando as β-galactosidases imobilizadas foi realizada 
em permeado (A) e soro de queijo (B), ambos preparados a 5% de lactose. () H-CN-PM-
Ao; () OH-CN-PM-Ao; () H-CN-PM-Kl; () H-CN-PM-Kl. 
 
Observa-se na Figura 3A, que os derivados contendo a β-galactosidase de A. oryzae 
apresentaram maior estabilidade que os da K. lactis. Provavelmente isso ocorreu em função do 
116 
 
pH da solução de permeado, que é em torno de 5,7; uma vez que a enzima proveniente do fungo 
filamentoso tem atividade ótima em pHs mais ácidos enquanto a de levedura tem melhor ação 
catalítica em valores neutros. Entretanto, quando o soro de queijo foi empregado (pH = 6,2) o 
inverso não foi observado, o que indica que os derivados H-CN-PM-Ao e OH-CN-PM-Ao 
apresentaram um ótima capacidade catalítica fora de sua faixa operacional ótima. Comparando 
os derivados obtidos com as diferentes hidrólises, não foi observada variação nos seus perfis de 
reusabilidade. É importante ressaltar que todos os quatro derivados após 30 reusos 
apresentavam elevada estabilidade, hidrolisando mais de 50% da lactose de qualquer uma das 
soluções de substrato empregadas. Os valores encontrados estão acima dos reportados por 
Rahman et al. [2016], que empregando a lipase imobilizada em nanocristais magnéticos de 
celulose, após oito ciclos de reusos verificaram a perda de aproximadamente 50% da atividade 
inicial da enzima. 
   
CONCLUSÃO 
A imobilização das β-galactosidases de Aspergillus oryzae e Kluyveromyces lactis em 
nanocelulose magnética foi reportada neste trabalho. Os dois protocolos de hidrólise da celulose 
avaliados apresentaram ótimos resultados, imobilizando com sucesso 100 mg de proteína/g de 
suporte. Os valores de temperatura e pH ótimos para a β-galactosidase de A. oryzae ficaram 
entre 4,5 a 4,8 e 58 a 63 °C, respectivamente. Para a enzima de levedura, o pH ótimo foi de 6,5 
enquanto a temperatura ficou entre 40 e 43 °C.  Já em relação aos parâmetros cinéticos, o KM, 
o Vmax e o kcat dos derivados foram reduzidos após a imobilização. As enzimas imobilizadas 
puderam ser aplicadas por mais de 30 vezes na hidrólise da lactose presente no permeado o e 
no soro de queijo, e ainda atingiram percentuais de hidrólise acima de 50%. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
A utilização de enzimas vem ganhando cada vez mais espaço no ramo industrial devido 
à crescente demanda por novos produtos e novas tecnologias. Aliada a isso, a imobilização 
surge como uma ferramenta biotecnológica que intensifica os pontos positivos e reduz as 
limitações de aplicação destes biocatalisadores. Apesar da recente exploração dessa técnica 
utilizando diversas enzimas, tais como enoato redutase (LI et al., 2018), β-amilase (DAS et al., 
2018), α-glicosidase (LIU et al., 2017), CGTase (SCHÖFFER et al., 2017), β-galactosidase 
(KRIŽNIK et al., 2018), lacase (JI et al., 2017), lipase (ALAMSYAH et al., 2017), xilanase 
(MEHNATI-NAJAFABADI et al., 2018), ainda há lacunas para serem preenchidas, e processos 
a serem desenvolvidos. 
Com essa perspectiva, nesse trabalho foram desenvolvidos diversos processos de 
imobilização com diferentes suportes e com duas diferentes β-galactosidases microbianas. O 
primeiro material estudado foi o Immobead 150 (itens 4.1 e 4.3), um suporte comercial com 
elevada área superficial e excelente estabilidade térmica (MATEO et al., 2007). Além disso, 
uma proposta de estudo com materiais alternativos de baixo custo também foi explorada, 
abordando dessa forma o emprego de colágeno (itens 4.2 e 4.4) e celulose (item 4.5). O 
colágeno, uma proteína insolúvel, abundante, biodegradável e de baixo custo, possui alguns 
estudos envolvendo sua aplicação na imobilização de enzimas (LU et al., 2007; SONG et al., 
2011; CHEN et al., 2011, LIAO et al., 2004, ELLENRIEDER e DAZ, 1996, KATWA et al., 
1981). A celulose é um biopolímero natural de fácil obtenção, biodegradável, de baixo custo, e 
biocompatível com diversas moléculas biológicas. Esse polissacarídeo tem sido empregado 
principalmente na confecção de filmes e membranas (BAYAZIDI et al., 2018; SALMANI et 
al., 2018; JE et al., 2017; SULAIMAN et al., 2017). Considerando que a nanotecnologia é uma 
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área de recente expansão, a utilização de nanocelulose ou outros nanomateriais tem despertado 
interesse devido às suas características de área superficial e a possibilidade de aplicação em 
processos contínuos. 
 
5.1 Imobilização em Immobead 
Os suportes de epóxi comerciais, como o Eupergit C®, o Sepabeads® e o Immobead 
150®, podem ser considerados ideais para imobilização de enzima devido à combinação de 
suas estruturas físicas e químicas (DALLA-VECCHIA et al., 2004). Os grupos epóxi (oxiranos) 
podem reagir com diferentes grupos da superfície das proteínas, tais como tióis, grupos amino 
primários, hidroxila, imidazol e também com ácidos carboxílicos (TURKOVA et al., 1978). O 
processo descrito no item 4.1 apresenta o primeiro relato de imobilização da β-galactosidase 
em suporte Immobead. Além deste estudo com a enzima de Aspergillus oryzae, o item 4.3 
descreve o desenvolvimento do processo de imobilização para a β-galactosidases obtida da 
levedura Kluyveromyces lactis. Os tratamentos químicos do suporte com uma mistura ácida ou 
com glutaraldeído, além do uso do suporte sem modificação, permitiram uma avaliação direta 
do efeito do tipo de imobilização nas características catalíticas da enzima. A elevada área 
superficial e porosidade do Immobead permitiram a imobilização de uma carga proteica de 100 
mg de enzima/g de suporte, independente da β-galactosidase empregada. Os melhores 
parâmetros de imobilização no Immobead 150 utilizando essa mesma carga também foram 
encontrados por Madalozzo et al. (2015) na imobilização de uma lipase recombinante. 
Os parâmetros cinéticos (Vmax, kcat e constante de especificidade catalítica) e a afinidade 
da enzima com o substrato de ambas as β-galactosidases imobilizadas pelos diferentes 
tratamentos foram reduzidos, em comparação com as enzimas livres, provavelmente devido ao 
efeito de difusão causados pela alta concentração de proteína que foi imobilizada (VALERIO 
et al., 2013). A alta estabilidade térmica descrita do Immobead refletiram em uma redução na 
cinética de inativação das enzimas após a imobilização, verificada através dos t1/2 e dos 
parâmetros termodinâmicos. Quando avaliados em relação à reusabilidade na hidrólise da 
lactose, os derivados tanto com a enzima de A. oryzae quanto com a de K. lactis apresentaram 
alta estabilidade operacional. Todos os derivados com o Immobead demonstraram que este é 
um suporte promissor para a imobilização de β-galactosidases, considerando a possibilidade de 
aplicação por diversos reusos em diferentes soluções de substrato e as distintas características 




5.2 Imobilização em colágeno 
O colágeno é uma proteína insolúvel, formado por três cadeias polipeptídicas com 
estruturas helicoidais triplas que se agregam através de ligações de hidrogênio. A estrutura de 
colágeno tem grupos funcionais abundantes, como OH, COOH, CONH2 e NH2, e portanto, 
permitem com que ele reaja quimicamente com outros compostos (LIAO et al., 2004; KARIM 
e RAJEEV, 2008). Esta proteína pode ser obtida em diferentes formas, como colágeno bruto, 
fibra de colágeno, colágeno em pó, colágeno parcialmente hidrolisado (gelatina) e colágeno 
hidrolisado (GÓMEZ-GUILLÉN et al., 2011). As vantagens aliadas à utilização de um suporte 
com uma maior área de superfície tornaram o colágeno em pó o suporte foco para os trabalhos 
descritos nos itens 4.2 (com a enzima de A. oryzae) e 4.4 (com a enzima de K. lactis).  
A imobilização em colágeno foi realizada avaliando quatro tratamentos químicos, 
utilizando ácido acético, glutaraldeído, alumínio, e alumínio + glutaraldeído. Em relação ao 
estudo de cargas, cada uma das enzimas utilizadas apresentou um comportamento distinto. 
Enquanto que na imobilização da enzima de levedura (K. lactis) os melhores rendimentos e 
eficiências do processo foram encontrados para a carga de 100 mg de proteína/g de suporte, a 
utilização da enzima de fungo filamentoso permitiu um aumento de 10x na quantidade de 
proteína imobilizada. As imobilizações foram realizadas nos pHs ótimos de cada enzima 
visando manter sua integridade durante os processos. Provavelmente em pHs mais ácidos a 
distância entre as cadeias helicoidais do colágeno fica maior, o que permite múltiplas interações 
com outros compostos. Além disso, em diversos derivados foram obtidas eficiências de 
imobilização maiores que 100%, um comportamento que é atribuído à abertura do sítio ativo 
da enzima após a imobilização (DICOSIMO et al., 2013). 
Em relação às propriedades das enzimas imobilizadas, os parâmetros cinéticos foram 
reduzidos após o processo, levemente para a β-galactosidase de A. oryzae e um pouco mais 
pronunciado para a enzima de K. lactis. O perfil das condições ótimas (de pH e temperatura) de 
catálise dos derivados se apresentou semelhante às enzimas livres. Já em relação à aplicação na 
hidrólise da lactose, o item 4.2 descreve a reusabilidade da enzima em processos em batelada. 
Nesse trabalho os dois derivados avaliados apresentaram excelente estabilidade, sendo 
reutilizados mais de 50 vezes nas soluções de substratos cujos pHs apresentavam-se na faixa 
ácida (ótima da enzima). No trabalho relatado no item 4.4, o processo de aplicação da enzima 
de K. lactis imobilizada também foi avaliada na hidrólise da lactose com reações em batelada. 
Nesses processos foi possível observar que com todos os derivados após 17 ciclos de reuso, a 
enzima alcançava percentuais de hidrólise da lactose em torno de 50%, tanto para a solução de 
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leite, quanto para a solução de soro de queijo. Por fim, esses dois trabalhos avaliaram o potencial 
de aplicação de um suporte alternativo de baixo custo, que possibilitou a obtenção de derivados 
com alta estabilidade nas reações de hidrólise em batelada nas diferentes soluções de substrato 
testadas. 
 
5.3 Imobilização em celulose 
A celulose é um dos polímeros mais abundantes da terra e pode ser obtida de diversas 
fontes, tais como madeira, algodão e outros materiais à base de plantas (SIRÓ e PLACKETT, 
2010). Estruturalmente, esse polissacarídeo apresenta uma série de grupos hidroxila que são 
capazes de reações químicas com outros materiais (ZHU et al., 2006). A nanocelulose é uma 
das possíveis formas de aplicação da celulose, que vem ganhando mais espaço, uma vez que a 
nanotecnologia é uma área que têm despertado interesse pelas indústrias (RHIM et al., 2013). 
Dessa forma, a nanocelulose também foi avaliada como suporte para imobilização das 
β-galactosidases (item 4.5). Combinada à nanocelulose foram utilizadas nanopartículas 
magnéticas para facilitar o processo de separação dos derivados. Nesses processos a 
imobilização foi testada com cargas de proteína de 10 a 200 mg/g de suporte. Até a carga de 
100 mg de proteína/g de suporte os rendimentos de imobilização foram acima de 93% para a β-
galactosidase de A. oryzae e 78% para a β-galactosidase de K. lactis. Em relação às 
características catalíticas, a enzima de levedura não alterou seus valores ótimos de pH, que 
permaneceram em 6,5. A temperatura ótima destes derivados e dos da β-galactosidase de A. 
oryzae foi maior ou igual a das enzimas livres. A imobilização em nanocelulose magnética da 
enzima de K. lactis praticamente não alterou os parâmetros cinéticos dos derivados comparados 
à β-galactosidase livre, sendo que o KM, Vmax e kcat foram de aproximadamente 10 mM, 18 
mM.min-1 e 1,5 mM.min-1, respectivamente. Para os demais derivados houve uma pequena 
redução nos três parâmetros após a imobilização. A aplicação das enzimas imobilizadas na 
hidrólise da lactose foi realizada em processos de batelada. Todos os derivados produzidos 
apresentaram elevada estabilidade na hidrólise da lactose das soluções de permeado e soro de 
queijo, atingindo percentuais de hidrólise de ~50% após 30 usos. Os resultados obtidos nestes 
processos, combinados com a facilidade de separação do suporte pelo uso das partículas 




5.4 Imobilização da β-galactosidase de Aspergillus oryzae 
A imobilização da β-galactosidase de Aspergillus oryzae foi realizada nos três suportes 
em condições semelhantes de pH, temperatura e força iônica. Comparando os processos nos 
diferentes suportes, o Immobead, por ser um suporte comercial, proporcionou melhores 
resultados com modificações mais simples. Enquanto que tanto o colágeno quanto a celulose 
necessitaram de tratamentos mais elaborados para possibilitarem uma adequada imobilização. 
A velocidade de imobilização em cada suporte apresentou diferença, enquanto os processos em 
celulose levaram 2-3 h para imobilizar 100 mg de proteína, o Immobead levou 
aproximadamente 24 h para o mesmo processo. Essa diferença é compreendida ao levar em 
consideração o tamanho das partículas. O Immobead tem 150 μm, enquanto a celulose é 
nanocristalina, o que permitiu muito mais contato com a enzima. O colágeno, por sua vez, levou 
48 h, levando em consideração a elevada carga de proteína de 1000 mg/g de suporte (10x mais 
que nos demais suportes) que foi imobilizada, o que acaba compensando essa diferença no 
tempo.  
O Immobead foi o suporte que mais contribuiu com a estabilidade térmica da enzima, 
característica que é relacionada a própria natureza sintética do material. O colágeno 
proporcionou os derivados com maior reusabilidade, que provavelmente foi intensificada pela 
elevada carga. A celulose apresentou uma maior facilidade para separação, e ainda apresentou 
elevada estabilidade na hidrólise da lactose. Cada um dos suportes estudados proporcionou 
derivados com diferentes particularidades. 
 
5.5 Imobilização da β-galactosidase de Kluyveromyces lactis 
As imobilizações com a enzima proveniente da levedura Kluyveromyces lactis foram 
processos que demandaram um estudo mais detalhado das condições de imobilização (pH, 
temperatura, força iônica, tempo, ativadores), uma vez que ela se mostrou menos estável 
quando armazenada. Essas dificuldades foram reduzidas quando uma força iônica maior do que 
as que haviam sido utilizadas com a outra enzima (100 mM) foram empregadas (1 M). A 
sensibilidade nos processos de imobilização foi ainda mais reduzida a partir da mudança do 
cátion presente no tampão de imobilização. Em relação aos processos de imobilização, a carga 
de proteína imobilizada em todos os três suportes foi a mesma (100 mg de proteína/g de 
suporte). Entretanto, comparando estes mesmos processos com a enzima de A. oryzae, eles 
necessitaram um tempo maior para que a imobilização atingisse valores semelhantes. A partir 
destes processos, verificou-se que os derivados obtidos pelo Immobead, colágeno e celulose 
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podem ser aplicados na hidrólise da lactose de produtos lácteos com pH próximo da 







6 PERSPECTIVAS FUTURAS 
 
Este trabalho avaliou a utilização de diferentes suportes (Immobead 150, colágeno e 
celulose) para a imobilização de duas β-galactosidases. Após a realização deste estudo algumas 
perspectivas futuras podem ser apresentadas. 
Uma vez que este trabalho fez uso de enzimas comerciais, é possível iniciar uma 
proposta avaliando o potencial para produção de β-galactosidases recombinante. 
Posteriormente será possível avaliar o processo de imobilização destas enzimas. 
A aplicação dos derivados em processos de hidrólise utilizando reatores de coluna é 
mais um trabalho que pode ser realizado. 
Outra possibilidade é da busca por novos materiais de baixo custo que possam ser 
utilizados como suporte para imobilização de enzimas. 
Além disso, um estudo realizando uma transição da escala de bancada para uma escala 
piloto pode ser outra alternativa, visando uma possível aplicação industrial da β-galactosidase 
imobilizada. 
Por fim, todo este estudo e os acima citados podem ser bioeconomicamente avaliados, 
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Anexo 1. Patente depositada no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) do 
processo de modificação do colágeno e imobilização da β-galactosidase.
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